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(57) Abstract 



Particles, preparation methods therefor, and compositions containing same. The particles include at least one esterified polysaccharide 
and at least one polyamine, as well as at least one geUable polysaccharide when neither the esterified polysaccharide nor the polyamine can 
be geUed under the selected operating conditions. Said particle includes, at least on its surface, a membrane consisting of the product of the 
transacylation reaction between the esterified polysaccharide and said polyamine within an optionally gellable gel, said reaction causing the 
formation of covalent amide bonds. Such particles may be used to encapsulate various active principles useful in the fields of cosmetics, 
pharmaceuticals and agri-foodstuffs, enzymes, cells and micro-organisms. 

(57) Abrege 



L* invention conceme des particules, leurs proo£des de preparation, et des compositions en contenant Ces particules sont caracterisees 
en ce qu'eUes compretment au moins un polysaccharide est^fi^ et au moins une polyamine, additionnes d'au moins un polysaccharide 
gelifiable lorsque ni le polysaccharide est^rifie ni la polyamine ne sont gelifiables dans les conditions operatoires choisies, ladite particule 
comprenant au moins en surface une membrane form6e par le produit de la reaction de transacylation avec formation de liaisons covalentes 
amide entre le polysaccharide esterifie et ladite polyamine au sein d*un gel ^ventuellement gelifiable. Ces particules peuvent encapsuler 
divers pnncipes actifs utiles en cosmetique, phazxnacie, agroaUmentaire, des enzymes, des cellules, des micro-organismes. 
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Utilisation d'unc reaction dc transacylation entrc un polysaccharide estcrifie ct unc 
poiyaminc pour former en milieu aqueux une membrane au moins en surface de 
particulcs gclifiecs, panicules ainsi realisccs, . proccdcs ct compositions en 
contenant . 

La presente invention conceme essentiellement I'utilisation d'unc 
reaction de transacylation avcc formation de liaisons covalentes amide entre un 
polysaccharide estcrifie ct une polyamine pour former en milieu aqueux une 
membrane stable au moins en surface de particules gelifiees, Ics particules ainsi 
5 realisees, leurs procedes de fabrication ainsi que les compositions en contenant. 

Plus precisement, la presente . invention conceme essentiellement 
Tutilisation d'une reaction dc transacylation entre d'une part un polysaccharide 
portcur de groupements carboxyliques estcrifics, et d'autre part une polyamine, 
pour former en milieu aqueux une membrane stable au moins en surface de 
10 particules gelifiees, ies particules modifiees ainsi realisees, \cs procedes utilises 
pour former de telles particules modifiees, et les compositions contenant les 
particules ainsi obtcnues, telles que compositions cosmetiques, pharmaceutiques, 
therapeutiques, agroalimentaires, enzymatiques, biotechnologiques, de reactifs ou 
de diagnostic. 

15 II est bien connu que Ton peut preparer tres facilement des spheres par 

exemple a partir d'alginate de sodium, en utilisant la propriete que presentent les 
solutions d'alginate de gelifier en presence de cations tels que par exemple les ions 
calcium. Le materiau a encapsuler dans les spheres est tout d'abord disperse dans la 
solution aqueuse d'alginate. Cette solution est ajoutee goutte a goutte a une 

20 solution aqueuse d'un sel de calcium. II y a gelification immediate, qui produit des 
spheres d'alginate gelifie. La surface des spheres peut etre ensuite stabilisee par 
immersion dans une solution d*un polymere polycationique tel que la poly-L- 
lysine ou la polyethyleneimine (Lim, R, US Patent, 4, 352, 883, 1982). II se forme 
une membrane en peripheric resultant de Tassociation ionique entre I'alginate et le 

25 polycation. Cette membrane laisse passer les petites molecules tout en retenant les 
grosses molecules et les cellules. II est possible ensuite de liquefier le gel interne 
en immergeant les spheres d'alginate stabilisees par le polymere polycationique, 
dans une solution de citrate, de maniere a chelater le calcium dans les spheres 
(Lim, R, US Patent, 4, 352, 883, 1982). Le materiau incorpore reste alors enferme 

30 a I'interieur de la membrane. 

Ce procede presente le grand avantage de s'effectuer entierement en 
milieu aqueux et de conserver une excellente viabilite aux cellules vivantes 
encapsulees, qui peuvent se multiplier a Tinterieur de la capsule. Aussi est-il 
largement utilise pour Tinclusion de microorganismes, de cellules et de tissus 
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vivants. Ainsi des spheres d'alginate contenant dcs microorganismes sont utilisees 
pour realiser dcs fermentations dans I'industric alimentaire (fermentation des 

produits laiticrs, de la biere. du champagne ). Ces techniques sont appliquees a 

des cellules ou organes vegetaux ou animaux dans un but de cryoprotection ou de 
5 production de metabolites, a dcs cellules ou tissus animaux (ilots de Langerhans, 
hepatocytes....) pour implantation en medecine humaine ou veterinaire (therapie 
cellulaire), ou pour effectuer des tests de toxicologic in vitro. Des cellules sont 
egalemcnt cultivees dans de telles spheres pour la production de substances 
biologiques telles que les anticorps monoclonaux elabores par les hybridomes, qui 
10 s'accumulent dans les spheres et sont ainsi aisement recoltees apres ouverture des 
membranes. 

Toutefois, le precede presente des inconvenients lies a la nature de la 
membrane. Comme elle n'implique pas de liaisons covalentcs mais uniqucmcnt 
des liaisons ioniques entre I'alginate et un polycation, elle est d'une stabilite limitee 
15 (Dupuy et al., J. Biomed. Mat. Res., 1988, 22, 1061-1070). Les polymeres ont 
tendance a la longue a passer en solution. Par ailleurs, si la pression augmente a 
I'interieur de la capsule sous I'effet de la multiplication cellulaire, la membrane ne 
peut resister a la pression et il y a relargage de cellules dans le milieu. II est done 
souvent necessaire d'appliquer successivement des couches altemecs d'alginate 
20 puis de polycation ("sandwiches") pour obtcnir une membrane solide, qui ne laisse 
pas diffuser le contenu (Wong H. and Chang T.M.S. Biomat. Art. Cells & Immob. 
Biotech., 1991, 19, 675-686). 

Le document Demande Fran?aise N*9210173 (1992) dccrit I'utilisation 
d'une reaction de transacylation entre un ester polysaccharidique, tel que I'alginate 
25 de propylene glycol (PGA) et une substance polyaminee, telle qu'unc diamine ou 
une proteine, pour fabriquer des microcapsules. La reaction de transacylation entre 
Tester et la polyaminc est declenchee en milieu alcalin et produit une membrane 
fonnee d'un polysaccharide associe a une polyamine par des liaisons amide. Ce 
document decrit plusieurs precedes de preparation de microcapsules, tous mettant 
en jeu une etape d'emulsification, au cours de laquelle soit une phase aqueuse est 
dispersee dans une phase hydrophobe, soit une phase hydrophobe est dispersee 
dans une phase aqueuse. Dans tous les cas, les microcapsules s'individualisent a 
partir de I'emulsion initiale, par alcalinisation de I'emulsion. 
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Si on tente d'appliquer dircctement cetic reaction de transacylation a 
une suspension aqueuse de spheres formees d'un polysaccharide gelifiant sous 
forme gelifiee par un agent de gelification tel qu'un cation mono ou polyvalent, on 
nc parvient pas a creer un membrane autour dcs spheres. Ainsi par cxemple, si on 
5 prepare des spheres en ajoutant goutte a goutte une solution d'alginate de sodium a 
une solution aqueuse calcique, si ensuite on disperse lesditcs spheres dans une 
solution aqueuse renfermant un polysaccharide esterifie, tel que I'alginate de 
propylene glycol, et une proteine, et si enfin on alcalinise la suspension aqueuse de 
maniere a declencher la reaction de transacylation entre le polysaccharide esterifie 

10 et la proteine, on observe une prise en masse de la solution aqueuse des que le pH 
est suffisamment eleve pour permettre la reaction. 

La presente invention a pour but de creer, en milieu aqueux, une 
membrane stable, impliquant des liaisons covalentes, au moins en surface de 
spheres individualisees par gelification d'un polysaccharide ou d*une polyamine en 

15 particulier par un cation mono ou polyvalent, comme par exemple par un sel de 
calcium. 

La presente invention a encore pour but de preparer des particules, 
stables, a partir de polyamines notamment de proteines, a temperature du 
laboratoire, en milieu aqueux, sans agent reticulant bifonctionnel, et renfermant 

20 soit une substance hydrosoluble, soit une mousse dc buUes d'air, soit une 
substance insoluble dans I'cau, soit un materiau vivant tel que des cellules, des 
tissus ou des organes animaux ou vegetaux, ou des graines ou des oeufs, ou des 
microorganismes, soit une phase hydrophobe, selon que Ton preparera au depart, 
soit une solution, soit une mousse, soit une suspension, soit une emulsion dans la 

25 solution gelifiable initiate. 

La presente invention a egalement pour but de preparer des particules 
stables, a partir de proteines, en limitant les alterations de leur structure, de maniere 
a obtenir une biocompatibilite amelioree, et dans le cas ou la proteine est douee 
d'une activite biologique specifique, de maniere a preserver cette aciivite. 

30 La presente invention a egalement pour but de preparer des particules 

renfermant des materiels vivants en menageant la viabilite des materiels 
encapsules. 
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La presente invention a pour but d'utiliser la reaction de transacylation 
entre un polysaccharide esterifie et une polyaminc pour fabriquer des particules 
sphenques entourees d'une membrane, en milieu strictemcnt aqueux. 

La presente invention a encore pour but d'appliqucr la reaction de 
transacylation entre un polysaccharide esterifie et une polyamine a des spheres 
formees d'un polysaccharide gelifiant ou d'une polyamine gelifiante sous foime 
gehfiee par un agent de gelification tel qu'un cation mono ou polyvalent, ou un 
polyphosphate, ou une solution de pH >6,2 selon la nature du compose gelifiant 
de maniere a foumir soit des spheres a membrane exteme et contenu gelifie. soit 
des spheres a membrane exteme et contenu liquids, soit des spheres constitutes 
d'un gel ngidifie dans toute sa masse. 

La presente invention a encore pour but de resoudre les problemes 
techniques ci-dessus enonces, avec I'utilisation de procedes de fabrication simples, 
utihsables a I'echelle industrielle et pcrmettant en outre de regler la taiUe des 
particules, en paniculier dans une plage de dimension allant de quelques 
micrometres a 10 millimetres. 

Selon la presente invention, il a ete decouvert de maniere parfaitement 
mattendue. que la creation d'une membrane stable impliquant des liaisons 
covalentes, au moins en surface de spheres foimees d'un polysaccharide gelifiant 
ou d'une polyamine gelifiante sous fomie gelifiee par un agent de gelification 
pouvait etre realisee de maniere extremement simple par exemple par dissolution 
dun polysaccharide esterifie et d'une polyamine dans la solution initials d'un 
polysaccharide gelifiant tel que I'alginate de sodium. La solution obtcnue est 
ajoutee sous forme de gouttes a un bain gelifiant tel que par exemple une solution 
dun sel de calcium, de maniere a individual iser les particules par gelification Les 
particules sont lavees a I'eau puis redispersees dans I'eau. II suffit alors d'alcaliniser 
la suspension aqueuse pour declencher immediatement la reaction de 
transacylation entre le polysaccharide esterifie et la polyamine incorpores aux 
spheres. On peut aussi disperser directement les spheres dans une solution aqueuse 
alcalme, ou encore alcaliniser directement le bain de gelification apres la formation 
des particules gelifiees. On constate alors qu'une membrane se forme au moins a la 
penphene des spheres. Apres reaction, la suspension est neutralisee au moyen d'un 
acide et les particules sont lavees a I'eau. On obtient alors des spheres formees du 
polysaccharide gelifiant sous forme gelifiee, entourees au moins en surface d'une 




membrane constituec d'une polyamine directcmcnt associec par dcs liaisons amide 
au polysaccharide portcur de carboxyles initialement estcrifies. 

II a ete egalement decouvert que Ton pouvait crecr une membrane 
stable au moins en surface de spheres formees du polysaccharide gelifiant sous 
5 forme gelifiee, par excmple d'alginate gelifie par un cation polyvalent, tel que par 
exemple un sel de calcium, en incorporant seulement le polysaccharide esterifie a 
la solution initiale du polysaccharide gelifiant. Les spheres sont individualisees par 
gelification, par exemple au contact d*un sel de calcium, lavecs, puis dispersees 
dans une solution aqueuse renfermant la polyamine. On declenche aiors la reaction 

10 par alcaiinisation de la suspension. On peut aussi disperscr directement les spheres 
dans une solution aqueuse alcaline de la polyamine, ou encore ajouter directement 
la solution alcaline de polyamine au bain de gelification. Apres reaction, on 
neutralise la suspension par addition d*un acide. 

Dans une variante, le protocole ci-dcssus est applique en incorporant 

15 la polyamine a la fois a la phase aqueuse initiale gelifiable et a la phase exteme a 
alcaliniser. On compense ainsi les pertes eventuelles de polyamine par diffusion 
hors des particules ou billes en milieu aqueux. 

II a ete encore decouvert que, dans le cas ou le polysaccharide esterifie 
est lui-meme capable de gelifier en presence de cations, comme c*est le cas par 

20 exemple pour Talginate de propylene-glycol ou les pectines au contact de sels de 
calcium, il est possible alors de ne pas ajouter de polysacharide gelifiant a la 
solution aqueuse initiale a gelifier contenani la polyamine et le polysaccharide 
esterifie. Le polysaccharide esterifie est alors employe a des concentrations plus 
elevees de maniere a pouvoir jouer un double role dans cette variante: assurer la 

25 formation des spheres par gelification d'une part, intervcnir dans la formation 
ulterieure de la membrane par transacylation lors de Talcalinisation ulterieure de la 
suspension de spheres d'autre part. 

On a egalement decouvert que le contenu gelifie des particules ainsi 
entources d'une membrane selon les principes ci-dessus, pouvait etre liquefie par 

30 immersion dans une solution de citrate ou de phosphate. Apres rin^age des 
particules, on obtient des spheres dont la membrane parfaitement visible 
emprisonne un contenu liquide. 

Enfin on a decouvert que dans ces systemes, on pouvait aisement 
controler I'cpaisseur de la membrane, sa biodegradabilite et I'etroitesse de scs pores 
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par variation de la durce de la reaction de transacylation et/ou par variation des 
condmons d'alcalinisation de la phase aqueuse au couis de I'etape de 
transacylation. 1^ membrane est d'autant plus epaisse, et d'autant moins sensible a 
la lyse proteasique et presentant des pores d'autant plus etroits que la reaction est 
plus prolongee et/ou que la quantite d'agent alcalin ajoutee a la suspension aqueuse 
de spheres a enrober, ou a la phase aqueuse utilisee pour leur dispersion ou encore 
au bam de gelification, est plus elevee. Les quantites d'acide a ajouter sont alors 
augmentees egalement, de maniere a permettre la neutralisation de la suspension 
S, I'alcalmisation est realisee avec des quantites d'agent alcalin encore plus elevees 
et/ou avec des temps de reaction encore plus prolonges, la reaction de 
transacylation conceme alors la totalite de la masse de la sphere dont le contenu est 
ams. ngidifie et garde sa consistance solide meme apres traitement au citrate de 
sodium. 

C'est sur la base de cette decouverte totalement inattcndue pour 
1 homme de I'art, que la prescnte invention a ete realisee. 

L'invention rcpresente un progres determinant pour Thomme de I'art 
compte tenu de ce que les membranes des spherules obtenues resultent de' 
1 ctabhssement de liaisons covalentes amide, par la reaction de transacylation. Elles 
sont ams, parfaitement stables. De plus, leur constitution ne fait intervenir que des 
substances biocompatibles. Elles pourront done trouver de nombreuses 
apphcations dans divers domaines tels que la pharmacie, la cosmetique, le 
domame biomedical. I'industrie alimentaire et les biotechnologies. 

En outre, la reaction de transacylation pouvant se limiter a la couche 
superficelle des spheres, le procede permet I'incorporation de substances fragilcs y 
compns des produits biologiques. des cellules ou tissus vegetaux. et des cellules 
tissus ammaux ou des groupes de tissus ou des organes vivants. ou encore de' 
microorganismes, sans alteration. 

Enfin. la possibilite dc faire varier I'epaisseur de la membrane offre 
1 avantage de permettre un ajustement des proprietes de la membrane. Par exemple 
s, les spheres contiennent une substance active dans le domaine de la 
cosmetologie, on pourra choisir des conditions telles que la membrane presente 
une resistance mecanique faible. de sorte qu'elle se detruise lors de I'application sur 
la peau en liberant son contenu. Ou bien au contraire. on pourra choisir que la 
membrane resiste et joue le role de reservoir a liberation prolongee permettant la 



20 



25 



wo 94/23832 



PCT/FR94/00409 



diffusion lente du contenu in situ. Dans cc cas, Ics variations d'epaisseur de la 
membrane permettront egalement de moduler la cinctique dc diffusion du contenu 
dans ie milieu exterieur. En outre, Tepaisseur de la membrane conditionnera sa 
sensibilite a la lyse enzymatique. Ainsi, dans le domaine pharmaceutique, on 
5 pourra preparer des billes, capsules, microcapsules, spheres ou microspheres 
permettant Tadministration de principcs actifs par diverses voies telles que la voie 
orale, la voie parenterale, la voie rectale ou la voie topique. Cest ainsi par exemple 
que Ton pourra preparer des capsules gastroresistantes dont I'enterosolubilite sera 
modulable, ce qui permeitra d'administrer par la voie orale des principcs actifs 

10 susceptibles d'etre degrades par I'estomac ou des substances irritantcs pour la 
muqueuse gastrique. Ces substances seront liberees plus ou moins rapidement dans 
I'intestin, selon que la membrane sera plus ou moins rapidement degradee par les 
proteases intestinales. Par ailleurs, les variations d'epaisseur des membranes et le 
choix de la proteine peuvent permettre d'obtenir des variations dans leur 

15 transparence. Selon les cas on pourra preparer des membranes completcment 
transparentes ou translucides ou opaques. Des membranes opaques pourront etre 
preferees par exemple si le contenu est alterable a la lumiere. 

Enfin, par variations de la durec de la reaction dc transacylation et/ou 
du pH de ladite reaction, on pourra moduler la porosite de la membrane et ainsi 

20 ajuster cette porosite en fonction du poids moleculaire de la substance que Ton 
desire retenir a I'interieur des particules ou bien faire diffuser a Texterieur lors de 
leur utilisation. Cette possibilite constitue un avantage important des precedes 
selon I'invention tant pour des applications in vivo, par exemple basees sur la 
liberation d'une substance telle qu'une hormone dans Torganisme, que pour des 

25 applications in vitro, en particulier pour la production de substances biologiqucs 
par des cellules, tissus ou microorganismes genetiquement modifies ou non. 

Ainsi, selon un premier aspect, la presente invention a pour objet 
I'utilisation d*une reaction de transacylation avec formation de liaisons covalentes 
amide entre au moins un polysaccharide porteur de groupements carboxyliques 

30 esterifies et au moins une substance polyaminee pour la fabrication en milieu 
aqueux de particules, notamment billes, capsules, microcapsules, spheres, 
microspheres, comprenant au moins en surface une membrane formee par le 
produit de reaction selon ladite reaction de transacylation avec formation de 
liaisons covalentes amide entre ledit polysaccharide esterifie et ladite polyamine. 
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ledit polysaccharide csterifie ct iadite polyamine ctant plus particulicremcnt definis 
a partir de la description suivante dans son ensemble, ainsi que par les 
revendications. De preference, ces particules contiennent un principe actif 
cosmetique, pharmaceutique, ou une substance d'interet agro-alimentaire, ou une 
5 proteine douee d'une activite biologique telle qu'une enzyme, une hormone, un 
anticorps ou Themoglobine, ou des particules insolubles telles que des particules de 
charbon actif, ou une mousse de bulks d'air, ou une phase liquide aqueuse ou 
hydrophobe, ou un vaccin, ou des cellules, tissus, ou organes vivants animaux ou 
vegctaux, ou des oeufs ou des graincs, ou des microorganismcs tels que des 
10 bacteries ou des levures, ou des constituants cellulaires tels que des microsomes 
hepatiques, ou des gametes, des embryons, du materiel genctique du regne animal 
ou du regne vegetal. 

Selon un deuxieme aspect, la presente invention a egalement pour 
objet des particules, notamment biUes, capsules, microcapsules, spheres, 
15 microspheres, caracterisees en ce qu'elles comprennent au moins un polysaccharide' 
esterifie et au moins une polyamine, additionnes d'au moins un polysaccharide 
gelifiable lorsque ni le polysaccharide csterifie ni la polyamine ne sont gelifiables 
dans les condirions operatoires choisies, ladite particule comprenant au moins en 
surface une membrane formee par le produit de la reaction de transacylation avec 
20 formation de liaisons covalentcs amide entre le polysaccharide esterifie et ladite 
polyamine au sein d'un gel eventuellement liquefiable. 

Selon une variante de realisation, le polysaccharide esterifie precite est 
un polysaccharide porteur de groupcments carboxyliques esterifies, en particulier 
un alginate de propylene glycol, une pectine, en particulier une pecrine fortement 
methoxylee, ou tout autre compose obtenu par esterification de carboxyles de 
polysaccharides porteurs de carboxyles. 

Selon une autre variante de realisation, la polyamine precitee 
comprend une proteine, un polypeptide, un polyaminoacide, un polysaccharide 
porteur de groupements amines tels que le chitosan. une substance organique. 
aliphatique, alicyclique ou aromatique, porteuse de plusieurs groupements amines 
primaires ou secondaires, telle que I'ethylenediamine, rhexamethylenediamine, la 
piperazine, la phenylenediamine ou la polyethylene iminc. 

Selon une autre variante de realisation, le polysaccharide precite est un 
polysaccharide gelifiable, en particulier choisi parmi le groupe consistant d'un 
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alginate, d'un carraghenane, cn particulicr Ic kappa-carraghenanc, une pectine 
gelifiable, en particulicr une pectine faiblemcnt methoxylce, le chitosan. 

D'autres variantes de realisation sont mentionnecs dans la description 
et les revendications. 

5 Selon une variante de realisation, les particules presentent, a Tinterieur 

de la membrane, un contenu soiide forme du constituant gelifiable sous forme 
gelifiee notamment par un cation mono ou polyvalent, tel qu'un sel de calcium, 
dans lequel est dissous ou disperse le materiau encapsule. 

Selon unc autre variante de realisation, les particules sont caracterisecs 

10 en ce qu'elles presentent, a Tinterieur de la membrane, un contenu liquefie, du fait 
d'un traitement ulterieur de liquefaction du gel interne dcs spheres par exemplc par 
le citrate ou le phosphate de sodium, pouvant contenir des substances en solution, 
suspension ou emulsion . 

Selon une autre variante de realisation, les particules sont caracterisecs 

15 en ce qu'elles presentent a I'interieur de la membrane un contenu liquide constitue 
d'un liquide aqueux ou hydrophobe, introduit dans les particules par coextrusion 
laminaire de la solution aqueuse a gelifier et du liquide a encapsuler. 

Avantageusement, les proportions de polysaccharide gelifiant par 
rapport au polysaccharide esterifie peuvent varier de 0 % a 300 % en poids. Les 

20 proportions de polysaccharide esterifie par rapport a la polyamine peuvent varier 
de 3 % a 500 % en poids. 

Selon un mode de realisation particulierement avantageux, ces 
particules, cn particulier ces billes, capsules, microcapsules, spheres, microspheres, 
contiennent un principe actif en particulier choisi parmi le groupe consistant d'un 

25 principe actif cosmetique, pharmaceutique, une substance d'interet agro- 
alimentaire, une substance interessant le diagnostic ou les reactifs, une proteine 
douee d'une activite biologique telle qu'une enzyme, une hormone, un anticorps, 
ou Themoglobine, ou une mousse de buUes d'air, ou des particules insolubles telles 
que des particules de charbon actif, ou une phase liquide hydrophobe, ou un 

30 vaccin, ou des cellules, tissus, ou organes vivants, du regne animal ou vegetal, des 
embryons, des oeufs, ou des graines eventuellement additionnees de substances 
diverses, ou des microorganismes tels que des bacteries ou des levures, ou des 
constituants cellulaires tels que des microsomes hepatiques, ou des gametes, des 
embryons, du materiel genetique du regne animal ou du regne vegetal. 
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Selon une autre variante de realisation avantageuse de I'invention, les 
particules sont caracterisees en ce qu'elles presentent une paitie centrale constituee 
d'une phase aqueuse eventueiiement gelifiee ou liquefiee, contenant un materiel en 
particulier un materiel vivant tel que des microorganismes comme des levures ou 
des bacteries, ou des cellules vivantes, en particulier des cellules vegetales ou des 
tissus vegetaux. ou des cellules ou des tissus animaux, ou une substance biologique 
comme par exemple une enzyme, et une couche exteme ne contenant pas ledit 
materiel et comportant au moins en surface une membrane formee par le produit de 
la reaction de transacylation avec formation de liaisons covalentes amide entre un 
polysaccharide esterifie et une polyamine. De telles particules peuvent etre par 
exemple preparees par coextrusion laminaire de deux phases aqucuses de 
composition differente, comme cela sera decrit plus loin en particulier en reference 
au septieme aspect de I'invention. 

Cette constitution particuliere permet d'enfermer les materiels inclus 
dans la partie centrale. On pourra ainsi notamment eviter tout relargage dudit 
materiel, en particulier de microorganismes ou de cellules, dans le milieu 
d'utilisation. Ceci est particulierement importam dans les precedes de 
fermentation, et notamment dans les procedes de fermentation ou de 
refemientation pour la preparation de champagne. En outre, dans le cas de 
particules, en particulier de biUes. destinees a etre implantees pour therapie 
cellulaire ou pour therapie enzymatique, la couche exteme empeche tout 
developpement de reaction immunologique en isolant les cellules ou les substances 
biologiques du milieu exterieur. 

Selon un troisicme aspect, la presente invention conceme un procede 
de fabrication de particules. en particulier de billes, capsules, microcapsules, 
spheres ou microspheres, caract^rise par les etapes successives suivantes: 

a) on prepare une premiere solution aqueuse initiale g^lifiable par un 
agent de gelification contenant au moins un polysaccharide esterifie et au moins 
une polyamine, additionnes d'au moins un polysaccharide gelifiable, lorsquc ni le 
polysaccharide esterifie, ni la polyamine ne sont gelifiables dans les conditions 
operatoires choisies. 

b) on fait tomber des gouttes de cette premiere solution dans une 
deuxifeme solution aqueuse formant bain de gelification, contenant un agent de 
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gelification, de maniere a individualiser des particules par gelification a I'aidc dudit 
agent de gelification. 

c) On met ensuite en contact les particules gelifiecs obtenucs avec une 
solution aqueuse alcaline, de maniere a declencher la reaction de transacylation, au 

5 moins a la surface des particules gelifiees entre ie polysaccharide esterifie et la 
polyamine contenus dans lesdites particules, pendant une periode de temps 
predcterminee, pour former une membrane au moins en surface desdites particules. 

d) on ajoute au milieu reactionnel un agent acide de maniere a 
neutraliser et ainsi stabiliser les particules. 

10 En variante, ou peut alcaliniser le bain de gelification, ou bien on 

separe les panicules du bain de gelification, on les lave a I'eau puis on les disperse 
dans une solution alcaline, ou bien on les disperse dans I'eau puis on alcalinise ia 
suspension. 

Dans une variante, le protocole ci-dessus est applique en incorporant 
15 la polyamine a la fois a la phase aqueuse initiale gelifiable et a la phase cxteme 

alcalinisee. On peut ainsi compenser les pertes eventuelles de polyamine par 

diffusion hors des billes en milieu aqueux. 

Selon un quatrieme aspect, la presente invention concemc un procede 

de fabrication de particules, caracterise par les etapes successives suivantes: 
20 a) on prepare une premiere solution aqueuse initiale gelifiable par un 

agent de gelification contcnant au moins un polysaccharide esterifie et 

eventuellement une polyamine, additionnee d'au moins un polysaccharide 

gelifiable lorsque le polysaccharide esterifie n'est pas gelifiable dans les conditions 

operatoires choisies. 

25 b) on fait tomber des gouttes de cette premiere solution dans une 

deuxieme solution aqueuse formant bain de gelification contenant un agent de 
gelification, de maniere a individualiser des particules par gelification a Taide 
dudit agent de gelification . 

c) on met en contact les particules gelifiees obtenues avec une solution 

30 aqueuse alcaline contenant une polyamine, de maniere a declencher une reaction 
dite de transacylation a la surface des particules gelifiees, entre le polysaccharide 
esterifie contenu dans lesdites particules et la polyamine, pendant une periode de 
temps predcterminee, pour former une membrane au moins en surface desdites 
particules, 
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d) on ajoute au milieu rcactionnci un agent acidc de maniere a 
neutraljser et ainsi stabiliser les particules. 

Avantageusement, les precedes prccites pourront utiliser, pour former 
les gouttes de solution gelifiable, tout moycn permettant d'individualiser des 
gouttes tel que par exemple une seringue munie d'une aiguille ou une pompe 
penstaltique equipee d'un tube muni d'une aiguille ou un systeme de dispereion par 
utilisation d'un pulverisateur a air comprime. ou encore en coupant mecaniquement 
a I'aide d'un vibreur un ecoulement laminaire realise par extrusion a travere une 
busc. 

Selon un cinquieme aspect, la prcscnte invention foumit encore un 
precede de fabrication de particules, en particulier billes. capsules, microcapsules 
spheres ou microspheres, pour I'encapsulation d'une phase liquide aqueuse ou' 
hydrophobe, caractcrise en ce qu'il comprend les etapcs successives suivantes: 

a) on prepare une premiere solution aqueuse initiale gelifiable par un 
agent de gelification contenant au moins un polysaccharide esterifie et au moins 
une polyamine, additionnes d'au moins un polysaccharide gelifiable loisque ni le 
polysaccharide esterifie, ni la polyamine ne sont gelifiables dans les conditions 
operatoires choisies et on prevoit une phase liquide, aqueuse ou hydrophobe a 
encapsuler. 

b) on realise a travers une buse d'cxtrusion une coextrusion laminaire 
de ladite premiere solution aqueuse initiale et de la phase liquide aqueuse ou 
hydrophobe a encapsuler, dans des conditions realisant une dissociation de 

ecoulement laminaire en gouttelettes individuelles. par exemple en soumettant 
I ecoulement laminaire a des vibrations. 

c) on fait tomber les gouttelettes individuelles dans une deuxicme 
solution aqueuse contenant un agent de gelification de maniere a individualiser des 
particules par gelification a i'aide dudit agent de gelification . 

d) on met en contact les particules gelifiees obtenues avec une solution 
aqueuse alcaline de maniere a declencher la reaction de transacylation au moins a 
la surface des particules entre le polysaccharide esterifie et la polyamine pendant 
une penode de temps predeterminee pour former une membrane au moins en 
surface desdites particules. 

e) on ajoute au milieu reactionnel un agent acide de maniere a 
neutrahser et ainsi stabiliser les particules. 
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Selon un sixieme aspect, la presente invention foumit encore un 
procede de fabrication dc particules, en particulicr billcs, capsules, microcapsules, 
spheres ou microspheres, pour Tencapsulation d'une phase liquidc aqueuse ou 
hydrophobe, caracterise en ce qu'il comprend les etapes successives suivantes: 
5 a) on prepare une premiere solution aqueuse initiate gelifiable par un 

agent de gelification renfermant au moins un polysaccharide esterifie et 
eventuellement une polyamine, additionnee d*au moins un polysaccharide 
gelifiable lorsque le polysaccharide esterifie n'est pas gelifiable dans les conditions 
opcratoircs choisies. 

10 b) on realise a travers une buse d'cxtrusion une coextnision laminaire 

de ladite premiere solution aqueuse initiate et de la phase liquide aqueuse ou 
hydrophobe a encapsuler, dans des conditions realisant une dissociation de 
I'ecoulement laminaire en gouttelettes individuelles, par exemple en soumettant 
Tecoulement laminaire a des vibrations. 

15 c) on fait tombcr les gouttelettes individuelles dans une deuxieme 

solution aqueuse contenant un agent de gelification de maniere a individualiser des 
particules par gelification. 

d) on met en contact les particules gelifiees avec une solution aqueuse 
alcaline contenant une polyamine de maniere a declencher la reaction de 

20 transacylation a la surface des particules entrc le polysaccharide esterifie et la 
polyamine, pendant une periode de temps predeterminee, pour former une 
membrane au moins en surface des particules. 

e) on ajoute au milieu reactionnel un agent acide de maniere a 
neutraliser et ainsi stabiliser les panicules. 

25 Selon un septieme aspect, la presente invention foumit encore un 

procede de fabrication de particules en particulier de billes, capsules, 
microcapsules, spheres ou microspheres, contenant un materiel encapsule present 
exclusivement dans sa partie centrale, et caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
successives suivantes : 

30 a) on prepare une premiere solution aqueuse initiale gelifiable par un 

agent de gelification, contenant au moins un polysaccharide esterifie et au moins 
une polyamine additionnes d'au moins un polysaccharide gelifiable par ledit agent 
de gelification lorsque ni le polysaccharide esterifie ni la polyamine ne sont 
gelifiables dans les conditions operatoires choisies. 
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b) on prepare unc phase aqueusc a encapsulcr rcnfermant 
eventuellement au moins un polysaccharide gclifiablc ct contenant un materiel, en 
particulier un materiel vivant tel que des microorganismes comme des levures ou 
des bacteries, ou des cellules ou tissus vivants, en particulier des cellules ou des 

5 tissus vcgctaux, des cellules ou tissus animaux, ou des groupcs de tissus, ou une 
substance biologique comme par exemplc une enzyme. 

c) on realise a travers une buse diextrusion une co-extrusion laminaire 
de ladite premiere solution aqueuse initiale gelifiable en flux extcme, et de la 
phase aqueuse a encapsulcr cn flux interne dans des conditions operatoires 
realisant une dissociation d'ccoulement laminaire en gouttelettes individuelles. par 
exemple en soumettant I'ecoulement laminaire a des vibrations. 

d) on fait tomber les gouttelettes individuelles dans une deuxicme 
solution aqueuse contenant un agent de gelification de maniere a individualiser des 
particules par gelification. 

e) on met en contact les particules avec unc solution aqueuse alcaline 
eventuellement additionnee d'au moins une polyamine, de maniere a declenchcr la 
reaction de transacylation dans la couche cxteme des particules entre ledit 
polysaccharide estcrifie et ladite polyamine, pendant une periode de temps 
predeterminee, pour former une membrane au moins en surface des particules. 

f) on ajoute au milieu reactionnel un agent acide de maniere a 
neutraliser et ainsi stabiliser les particules. 

Des appareils de mise en oeuvre de ce precede de coextrusion sont 
bien connus a I'homme de I'art qui peut se reporter aux documents 
WO 92/06771 ou GB-A-2 192 171 ou encore EP-A-0 173 915 qui sont 
25 incorpores ici en totaiite par reference. 

Avantageusement, les precedes precites pcuvent encore comprendre 
une etape complcmentaire de separation de particules par tout moycn approprie. 
notamment par decantation naturelle ou centrifugation, apres avoir effectue un ou 
plusieurs lavages. 

Selon une caracteristique avantageuse du precede de fabrication selon 
invention, les particules, une fois separees du milieu reactionnel, peuvent etre 
placees dans une solution d'un agent liquefiant en particulier de citrate ou de 
phosphate de sodium, de maniere a liquefier le gel interne. Les echanges entre le 
materiau encapsule dans les particules et le milieu exteme seront ainsi facilites. En 
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outre, s'il s'agit d'un matcriau biologique vivant, celui-ci pourra continuer a croitrc 
et se multiplier, a I'interieur de la particule. 

Selon une caracteristique avantageusc du precede de fabrication selon 
rinvention, les particules peuvent elre sechecs, par exemple par lyophilisalion, par 
5 nebulisation ou dans un sechoir a lit fluidise, par exemple a air avantageusement. 
chauffe a une temperature appropriee, ce qui permet d'obtenir un produit aisement 
manipulable de stockage facile et de bonne conservation. 

Selon une autre caracteristique avantageuse du procede de fabrication, 
les particules pourront etre aisement produitcs dans des conditions d'asepsic, en 

10 operant en atmosphere sterile et en utilisant des matieres premieres sterilisees, par 
exemple par radiosterilisation ou par filtration stcrilisante. 

Selon une autre caracteristique avantageuse du procede de fabrication, 
les particules une fois fabriquees pourront etre sterilisees par radiosterilisation. 
Ainsi eiles seront utilisables par exemple pour Tadministration de principes actifs 

15 par voie parenterale, en medecine humaine ou vcterinaire. 

Selon une caracteristique avantageuse du procede de fabrication, la 
polyamine est une proteine, de preference choisie parmi les proteines hydrophiles 
ou traitecs de maniere a etre rendues hydrophiles, c'est-a-dire solubles dans Teau 
ou dispersibles dans Teau, contenant des groupements amines libres. 

20 II n'cst pas essentiel que les matieres proteiques utilisees dans la 

reaction soient des proteines pures. EUes peuvent etre utilisees sous la forme de 
melanges naturels ou non contenant une ou plusieurs proteines hydrophiles, 
comme par exemple le lait ou un concentre de proteines du lactoserum. 

Des cxcmples de proteines qui peuvent etre utilisees dans Tinvention et 

25 qui remplissent les conditions qui consistent a etre hydrophiles ou bien qui peuvent 
etre traitees pour etre hydrophiles, sont les albumines comme la serumalbumine, 
I'ovalbumine, I'alpha-lactalbumine, des globulines, le fibrinogene, la caseine, des 
proteines vegetales telles que les proteines du soja ou du ble, des glutenines qui de 
preference auront ete degradees, des scleroproteines solubilisees, le coUagene, 

30 Tatelocollagene, la gelatine, les hydrolysats de gelatine, les peptones, 
rhemoglobine, des enzymes telles que la catalase, la phosphatase alcaline, des 
hormones, des immunoglobulines ou des anticorps tels que les anticorps 
monoclonaux. 
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Comme examples de melanges contcnant dcs proteincs hydrophilcs, on 
peut citer le lait entier ou ecreme totalcmcnt ou partiellement, le lait en poudre, le 
lait condense, les proteines du lactoserum, I'oeuf entier, le blanc d'oeuf, le jaune 
d'oeuf, la farine de soja, les concentres proteiqucs de soja, les preparations 
5 alimentaires liquides au soja, le lait de coco, les melanges d'atelocoUagene et de 
glycosaminoglycannes, le serum sanguin, le bouillon de viande, les milieux de 
culture, en particulier les milieux pour culture de cellules vegetales ou de tissus 
vegetaux, de cellules animales ou de tissus animaux, ou les milieux pour culture de 
microorganismes. 

10 Selon une caracteristique avantageuse du procede de fabrication selon 

rinvention, la substance polyaminee est un polysaccharide porteur de groupements 
amines, tel que par exemple le chitosan. 

Selon une caracteristique avantageuse du procede de fabrication selon 
rinvention, le polysaccharide estcrifie est un polysaccharide hydrophile porteur de 

15 nombreux groupements carboxyliques, lesquels sont csterifies dans une proportion 
au moins egale a 50 %, soit par modification chimique, soit naturellemcnt. Selon 
une caracteristique preferee, le polysaccharide esterifie est choisi parmi ['alginate 
de propylene-glycol (PGA) et les pectines, de preference choisie parmi les 
pectines fortement methoxylees. 

20 Selon une caracteristique avantageuse du procede de fabrication selon 

rinvention, le polysaccharide gelifiable est choisi parmi un alginate, une pectine, 
en particulier une pectine faiblement methoxylee, un carraghenane, en particulier 
un kappa-carraghcnane, un polysaccharide porteur de groupements amines de 
preference gelifiable pour un pH superieur a 6,2 ou en presence de polyphosphate, 
25 tel que le chitosan. 

Selon une caracteristique avantageuse du procede de fabrication selon 
rinvention, la concentration en polysaccharide gelifiant de la solution aqucuse 
initiale a disperser et gelifier, est comprise entre 0 et 20 %, de preference de 1 % 
(p/v). 

^0 Selon une autre caracteristique avantageuse du procede selon 

rinvention, la concentration en polysaccharide esterifie de la solution aqueuse 
initiale est comprise entre 0,5 % et 20 %, et encore de preference voisine de 2 % 
p/v. 




wo 94/23832 PCT/FR94/00409 



Selon une autre caracteristique avantageuse du precede selon 
I'invention, la concentration en polyamine de la solution aqueusc initiale est 
comprise entre 1 % et 30 % p/v. 

Selon une autre caracteristique avantageuse du procede seion 
5 Tinvention, la concentration du bain gelifiant en cation monovalent ou polyvalent 
en particulier en sel dc calcium, ou en sel de potassium ou en polyphosphate, est 
comprise entre 0,01 M et 3 M, et de preference 0,8 M a IM. 

Selon une autre caracteristique avantageuse du procede selon 
I'invention, le temps pendant lequel les particules sont agitees au sein du bain 
10 gelifiant est compris entre 1 et 40 minutes. 

Selon une autre caracteristique avantageuse du procede selon 
I'invention, la quantite d'agent alcalin a ajouter pour declcnchcr la reaction de 
transacyiation, a ia suspension aqueuse des particules gelifiees d'alginate, ou a la 
phase aqueuse dans laquelle on disperse directement les spheres, est telle que le pH 
15 de la suspension aqueuse de spheres soit compris entre 8 et 14, et encore de 
preference entre 10, 5 et 12,5. 

Seion une autre caracteristique avantageuse du procede selon 
rinvention, la qucmtite d'agent acide a ajouter a la suspension alcaline de particules 
apres la reaction de transacyiation, est telle que Teau de suspension des particules 
20 soit neutral isee ou amenee a un pH legerement acide . 

Selon une autre caracteristique avantageuse du procede selon 
rinvention, I'agent alcalin a ajouter pour declencher la reaction de transacyiation 
est par exemple choisi parmi la soude, la potasse, I'ammoniaque ou un compose 
amine tel que par exemple la triethanolamine, la triethylamine, la 
25 polyethyleneimine. 

Selon une autre caracteristique avantageuse du procede selon 
rinvention, I'cpaisseur de la membrane formee par la reaction de transacyiation, et 
sa resistance a la lyse enzymatique, peuvent etre augmentees par augmentation de 
la duree de ladite reaction de transacyiation et/ou par des variations de la 
30 composition de la solution alcaline declenchant ladite reaction de transacyiation, et 
en particulier, par augmentation de la quantite d'agent alcalin utilise pour preparer 
ladite solution alcaline. 

Selon une autre caracteristique avantageuse du procede selon 
rinvention, le temps pendant lequel les particules sont maintenues au sein de la 
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solution alcaline pour que se dcveloppc la reaction dc transacylation est compris 
entrc 5 min ct 1 heure, de preference entrc 5 min et 30 min, dc preference encore, il 
est de 15 min. 

Selon unc autre caracteristiquc avantageusc du procede selon 
5 I'invention. Tagent acide utilise pour neutraliser la suspension aqueuse de 
particules apres la reaction de transacylation, est par exemple choisi parmi les 
acides organiques monocarboxyliques ou polycarboxyliques, porteurs ou non de 
fonctions alcool, comme I'acide acetique, I'acide citrique, I'acide tartriquc, I'acide 
succiniquc, I'acide malique, Tacidc lactique ou un acide mineral comme I'acide 
10 chlorhydrique ou I'acide sulfurique. 

Selon une autre caracteristiquc avantageuse du procede selon 
i'invention, le temps de neutralisation des particules, c'est-a-dire le temps 
d'agitation necessaire apres ajout de I'acide au milieu reactionnel est compris entre 
5 min et 1 heure, de preference entre 5 min et 30 min, de preference encore, il est 
15 de 15 min. 

Selon une autre caracteristiquc avantageuse du procede selon 
I'invention, la concentration de la solution de citrate ou de phosphate a utiliser pour 
liquefier le contenu des panicules apres formation de la membrane par 
transacylation est comprise entre 0,01 M et 1 M. de preference elle est voisine de 
20 0,2 a 0,5 M. 

Selon une autre caracteristiquc avantageuse du procede selon 
I'invention, le temps pendant lequel les particules, apres la reaction de 
transacylation, doivent etre agitees dans la solution de citrate ou de phosphate pour 
liquefaction du contenu est compris entrc 2 min et 30 min, de preference il est de 
25 10 min. 

On peut introduire dans les particules diverses substances qui seront 
incorporees soit a la solution aqueuse initiale gelifiable des procedes decrits en 
troisieme et quatrieme aspect, soit a la phase liquide aqueuse ou hydrophobe a 
encapsuler par coextrusion selon les procedes decrits en cinquieme, sixieme et 
30 septieme aspect. 

Ainsi, on peut introduire dans la phase aqueuse initiale, ou dans la 
phase liquide a encapsuler par coextrusion, un ou plusieurs principes actifs, 
directement ou a I'etat de solution, de suspension ou d'emulsion, en particulier une 
ou plusieurs substances d'interet cosmetique, pharmaceutique ou biomedical ou 
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alimentairc. On peut par exemple emulsionncr dans la phase aqueuse initiale une 
phase liquide hydrophobe, telle qu'une huilc vegetalc, une huile minerale, une 
huile de silicone, une huile essentielle ou une solution huileuse d*une substance 
liposoluble. On peut incorporer directement la phase liquide hydrophobe en 
Tencapsulant par coextrusion. 



phase liquide a encapsuler par coextrusion, des particules d*un materiau adsorbant 
tel que le charbon actif. De telles spheres contenant un materiau adsorbant enferme 
dans une membrane ont des applications en particulier dans des circuits 
extracorporels d'epuration sanguine pour debarrasser le sang de ses metabolites 
toxiqucs (insuffisance renale) ou de substances toxiques dans des cas 
d*intoxication. On peut egalement emprisonner une mousse a I'interieur des 
particules. Ainsi par exemple, on peut incorporer des bulles de gaz tel que I'air a ia 
solution initiale contenant Talginate de sodium, le polysaccharide csterifie et la 
proteine, en la soumettant a une agitation tres vive. On applique ensuite a la 
mousse le procede de linvention en la faisant tomber en gouttes dans le bain 
gelifiant, puis en formant une membrane autour des particules gelifiees, par 
reaction de transacyiation. Apres sechage, les particules contiennent une multitude 
de bulles de gaz emprisonnees. De telles particules trouvent une indication 
d^emploi dans les methodes de diagnostic medical par echographie. En outre, leur 
faible densite leur permet de flotter a la surface de I'eau, ce qui laisse envisager 
d'autres applications telles que la preparation dc formes a durec de sejour gastrique 
prolonge pour permettre une liberation prolongee d'un principe actif en amont des 
sites de resorption intestinaux. Une autre application interessante de particules 
degradables flottantes a membrane est la preparation de spherules a disperser a la 
surface des eaux et renfermant une substance toxique pour les larves de 
moustiques. La liberation lente du produit en surface de I'eau permet une grande 
efficacite du traitement avec moins de produit car elle cible les larves situees a ce 
niveau. 

On peut egalement disperser dans la phase aqueuse initiale, ou dans la 
phase liquide a encapsuler par coextrusion, un vaccin pour relargage lent in situ, ou 
encore des materiels vivants appartenant au regne animal ou au regne vegetal, 

Des exemples dc materiels vivants qui peuvent etre incorpores dans les 
particules selon Tinvention sont des microorganismes pour realiser des syntheses 



On peut aussi disperser dans la solution aqueuse initiale, ou dans la 
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ou des bioconversions, tels que dcs bacteries commc celles utilisecs pour les 
fermentations de produits laitiers. ou celles utilisees pour la depollution des eaux 
ou des champignons tels que les mycorhizes ou les levures comme par excmple les 
levures utilisees dans la fabrication de la biere. ou les levures utilisees pour la prise 
de mousse du champagne, ou des micro-algues, des graines eventueliement 
additionnees de substances diverses protectrices ou influengant leur gemiination ou 
leur croissance, des embryons somatiques vegetaux pour produire des semences 
synthetiques, des apex vegetaux, des cellules ou des tissus veg6taux notamment 
pour cffectuer des biosyntheses ou des bioconversions. du materiel vivant 
appartenant au regne animal, tel que des cellules ou des tissus utilisables 
notammem pour effectuer des tests de toxicologic in vitro comme les cellules 
hepatiqucs, les chondrocytes, les neurones, des cellules ou des groupes de cellules 
ou des t.ssus utilisables dans le cadre d'une therapie cellulaire comme les ilots de 
l^ngerhans pour le traitement du diabete, les cellules de la medullosurrenale ou les 
cellules chromaffines pour le traitement de la maladie de Parkinson ou pour ie 
traitement des douleurs chroniques, ou des cellules utilisables pour la production 
de diveises substances biologiques telles que des hormones, des enzymes, des 
facteuis de croissance. de I'interferon, des facteurs de coagulation, ou des 
hybndomes pour production d'anticorps monoclonaux. ou des constituants 
cellulaires tels que les microsomes hepatiques pour effectuer des bioconversions 
ou des oeufs, ou des gametes, des embryons ou du materiel genetique appartenant' 
au regne animal ou au regne vegetal. 

Lorqu'on utilise pour reagir avec le polysaccharide esterifie une 
proteme douee d'une activite biologique specifique telle qu'une enzyme ou 
Ihemoglobme, les particules obtenues selon I'invcntion peuvent constituer une 
fonne immobilisee d'utilisation facile, notamment dans les domaines des 
biotechnologies, des bioreactifs ou de la therapeutique. Ainsi par exemple. les 
particules preparees a partir d'enzymes ont des indications d'emploi en therapie 
substitutive dans les deficiences enzymatiques, .u dans les systemes extra- 
coiporels d'epuration sanguine, ou pour catalyser c... reactions en biotechnologie 
Les particules preparees a partir d'hemoglobine ont des applications comme 
hematics artificielles ou encore en biotechnologie pour I'oxygenation des 
bioreacteurs. 
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Enfin, selon un huitieme aspect, la presente invention conceme encore 
une composition telle qu'unc composition cosmctique, ou une composition 
pharmaceutiquc, ou unc composition alimentaire, ou une composition 
enzymatique, ou une composition pour therapie cellulaire, ou une composition 
5 pour therapie enzymatique, ou une composition pour epuration sanguine, ou une 
composition pour diagnostic ou pour reactifs, ou une composition pour tests 
toxicologiques in vitro, ou une composition pour graines enrobees, ou une 
composition pour production biotechnologique, caractcrisee en ce qu'elle 
comprend dcs particules, notammcnt billcs, capsules, microcapsules, spheres, 

10 microspheres, comprenant au moins en surface une membrane formee par le 
produit de reaction, seion ladite reaction de transacylation, avec formation de 
liaisons covalentes entre au moins une polyamine et au moins un polysaccharide 
porteur de groupements carboxyliques esterifics. 

D'autres buts, cacteristiques et avantages de Tinvention apparaitront 

15 ciairement a la lumiere de la description explicative qui va suivre, faite en 
reference a plusieurs exemples de realisation de I'invention donnes simplement a 
titre d'illustration et qui ne sauraient done en aucune fagon limiter la portec de 
rinvention, et en reference aux figures annexees dans lesquelles: 

- la Figure 1 represente un cliche obtenu en microscopie electronique a 
20 balayage de capsule de I'invention selon Texemple 26, montrant des fibroblastes 

humains tapissant la paroi interne de la membrane de la capsule. 

- la Figure 2 represente un appareil de fabrication de particules scion 
rinvention notamment sous forme de billes, capsules, microcapsules, spheres ou 
microspheres, par cocxtrusion laminaire, en reference a Texemple 29. 

25 - La Figure 3 presente, en fimoY de paranitrophenol libere en fonction 

du temps (en minutes), les resultats du dosage d'activite enzymatique de la 
phosphatase alcaline libre, utilisee comme temoin dans I'exemple 23 selon 
rinvention. 

- La Figure 4 presente, en fxmo\ de paranitrophenol libere en fonction 
30 du temps (en minutes), les resultats du dosage d'activite enzymatique des billes de 

phosphatase alcaline de Tinvention preparees selon Texemple 23, 
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Exemplc 1 s p.lon l'invf;ntir>n 

Fabrication de spheres a contenu solide avcc membrane formee a partir 
de serumalbumine humaine (HSA) et d'alginate de propylene glycol (PGA). 

a) Preparatjnn de la solu tion aqueiise initials 

On prepare, par agitation magnetique a temperature ambiante, 12 ml 
d'une solution dans I'eau distillee renfermant 2% d'un PGA presentant un taux 
d'esterification compris entre 80 et 85% ( Kelcoloid S (r), KELCO International), 
1% d'alginate de sodium (Manucol DH, KELCO) et 5% d'HSA (Centre de' 
Transfusion Sanguine, Strasbourg). 

b) Individualisation Hps spheres par tr;.i fenient an rhinnjre de c;ilH..m 
A I'aide d'une pompe peristaltique Gilson equipce d'un tube Tygon 

muni d'une aiguille, on fait tomber environ 10 ml de cette solution gouttc a goutte 
dans 50 ml d'une solution de CaC12 a 10% sous agitation magnetique. On 
mamtient I'agitation pendant 10 min, puis les spheres formecs sont rincccs 
15 plusieurs fois a I'eau distillee. 

c) Format ion de la membrane 

Les spheres sont remises en suspension dans 50 ml d'eau distillee sous 
agitation magnetique. 

- On ajoute 400 //I de NaOH IN, et on laissc agiter 15 min. 

- On ajoute 150 fA de HCl IN, et on laisse agiter 15 min. 
Les spheres a membrane obtenues sont rincees plusieurs fois a I'eau 

distillee. On obticnt des spheres pleines lisses et opalescentes, de diametre environ 
4 mm, presentant une membrane extcme bien visible. A I'etat de suspension 
aqueuse, elles peuvent etre conservees plus de 3 semaines aussi bien a +4-C qu'a 
I'etuve a 45*C. Ces spheres sont intactes apres lyophilisation et se rehydratent 
rapidement. Elles peuvent etre radiosterilisees (par rayons gamma, 25 kGy) sans 
alteration. 

Eggaj <jg tolerance arires implantaHn p 55f>iis-r.ii^an ^ e che^r? I'^ nimfl 
Ces essais ont ete effectues sur quatre rats anesthesies, dent le dos a ete 
rase. Deux incisions laterales ont ete pratiquees sur chaque animal, par lesquclles 
ont ete introduites, d'un cote, 3 a 4 spheres lyophilisees telles quelles, de I'autre 
cote 3 a 4 spheres lyophilisees prealablement rehydratees dans du solute isotonique 
de NaCl sterile. I^s incisions ont ete suturees. Aucune reaction inflammatoire 
importante n'a ete constatee chez les animaux, qui n'ont pas manifeste d'oedeme ni 
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dcveloppc d'infection. Un examen des sites d'implantation aprcs sacrifice 24 h, 3 
jours, une semaine ct 2 semaines aprcs I'implantation, n'a pas revele de reaction 
tissulairc anormale. En outre I'examen a montre la resorption des spheres, bien 
amorcee apres une semaine, tres avancee apres 2 semaines. 

5 

Excmple 2 selon Tinvcntion 

Fabrication de particules a contenu liquide, a membrane formee a partir 
de serumalbumine humaine (HSA) et d'alginate de propylene glycol (PGA). 

Lc proiocolc dccril a I'exemplc 1 est rcproduit. Les particules a 
10 membranes obtenues subissent alors un traitement destine a liquefier le gel interne: 

Traitement au citrate de sodium: 

Le lot de particules est remis en suspension dans 50 ml d'une solution 
aqueuse de citrate de sodium a 10% et agite pendant 10 min. Ensuite les particules 
liquefiees sont rincces plusieurs fois a i*eau distillee. 
15 On obtient des spheres transparentes, de diametre voisin de 3,3 mm, 

formees d'un contenu liquide emprisonne dans une fine membrane, souple et 
incolore. Apres lyophilisation, la fine membrane est souvent cassee. 

Essais de stabilite des particules conservees a I'etat de suspension 

aqueuse 

20 ' Un lot de particules est conserve a Tetat de suspension dans Teau 

distillee a la temperature de +4*C. Aucune degradation des particules n*est 
observee apres 6 mois de conservation. 

- Un lot de particules est mis en suspension dans I'eau distillee, puis 
place dans une etuve a la temperature de 45*C. Aucune degradation n'a ete 

25 observee apres 3 semaines. 

Essais de degradation in vitro par les proteases 

Protocole: Un echantillon de 20 particules est place dans un tube a 
essais contenant: 

- soit une solution de pepsine ( from porcine stomach mucosa, 
30 SIGMA) a pH 1, 2 (milieu gastrique artificiel, US? XXI) 

- soit une solution de trypsine (from porcine pancreas, type II, 
SIGMA) a 0,5%, dans un tampon de pH 7,5. 

Une agitation magnetique est installee dans les tubes, qui sont places 
au bain-marie a 37*C. L'essai est reproduit trois fois. 
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Resultats: (Moyenne des trois essais) 

Les particules resistent a la pepsine pendant plus de 24 H, tandis qu'il 
n'y a plus aucune capsule intactc aprcs une incubation dc 130 min en presence de 
trypsine. 

5 

Exemole 3 selon 1'invp.ntir.n 

Le protocole decrit a Texempie 2 est applique en utilisant, au coure du 
stade de formation de ia membrane: 

- 800 //I de NaOH 1 N pour I'alcalinisation 

- puis 300 fil de HCl IN pour la neutralisation. 

Les vesicules obtenues apres liquefaction du gel interne presentent une 
paroi nettement plus epaisse que celles de I'exemple 2 obtenues en utilisant deux 
fois moins de soudc. Apres lyophilisation. la membrane est intacte, et, placee en 
presence d'eau se rehydrate en 15 min. 

Essais de deeradarinn enzvmatigiip, 

- Pepsine: aucune degradation apres 24 h. 

- Trypsine: le temps au bout duquel il n'y a plus une paiticule intacte 
est prolonge a 175 min. 

20 Exemple 4 selon I'invpnrmii 

Le protocole decrit a Texemple 2 est applique en utilisant, au cours du 
stade de formation de la membrane: 

- 1200^1 de NaOH 1 N pour I'alcalinisation 

- puis 450^1 de HCl IN pour la neutralisation. 
La membrane des particules obtenues est tres epaisse, plus epaisse et 

moins elastique que celle des capsules de I'exemple 3. Apres lyophilisation, la 
rehydratation des vesicules est plus lente (90 min ). 
Essais de degradation en^vmafig np 

- Pepsine: aucune degradation apres 24 h. 

- Trypsine: le temps au bout duquel il n'y a plus une particule intacte 
est prolonge a 215 min. 
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Exemple 5 selon rinvention 

Le protocolc dccrit a Texcmplc 2 est applique cn utilisant, au cours du 
stade de formation de la membrane: 

- 1600 yul de NaOH 1 N pour Talcalinisation 

5 - puis 600 //I de HCl IN pour la neutralisation. 

Les particules ne presentent pratiquement plus de contenu liquide, la 
transacylation concemant dans ce cas des couches plus profondes des particules. 
Apres lyophilisation, la rehydratation des spheres est obtenue apres Ih. 
Essais de degradation cnzymatiquc 
10 - Pepsine: aucune degradation apres 24 h. 

- Trypsine: le temps au bout duquel il n'y a plus une particule intacte 
est prolonge a 250 min. 

Les observations des particules obtenues selon les protocoles des 
exemplcs 2, 3, 4 ct 5 montrent bien que Ton peut moduler I'epaisseur de la 
15 membrane et fairc varier sa sensibilite a la lyse proteasique, en faisant varier les 
volumes de soude ajoutes pour declencher la reaction de transacylation. 

Exemple 6 selon Tinvention 

Fabrication de spheres a membrane formee a partir d'HSA ct de PGA, 
20 et renfermant des particules de charbon actif. 

Le protocole dccrit a I'exemple 3 est applique en dispersant dans la 
phase aqueuse initiale, 600 mg de particules de charbon actif (granulometrie de 
125 a 315 //m) et en utilisant une seringue pour ajouter cette suspension a la 
solution calcique. On obtient des spheres de couleur noire, de taille voisine de 4 
25 mm, dans lesquelles on distingue les particules de charbon. Ces particules sont 
intactes apres lyophilisation. 

Exemple 7 selon Tinvcntion 

Fabrication aseptique de particules a membrane formee a partir d'HSA 

30 et de PGA. 

Le protocole decrit a I'exemple 3 est reproduit, en utilisant des matieres 
premieres (alginate de sodium, HSA, et PGA) sterilisees par rayons gamma (25 
kGy) et de Teau sterile pour preparations injectables. La fabrication est realisec 
sous flux laminaire. On obtient des spheres regulieres entourees d'une membrane 




wo 94/23832 

PCT/FR94/00409 



10 



qui apparait parfaitcment bien formee apres le traitement de liquefaction au citrate 
de sodium. 

Exemple 8 selon rinvention 

Fabrication de particuies a membrane formee a partir d'HSA et de PGA 
et contenant des buUes d'air. 

Le protocole decrit a I'exemple 3 est applique en ajoutant un stade 
d'incorporation de bulles d'air a la phase aqueuse initialc et en utilisant une 
seringuc pour ajoutcr la mousse ainsi obtenue a la solution calcique. 

A cct effet, la solution initialc renfcrmant I'alginate de sodium, le PGA 
et I'HSA est soumise a une agitation mecanique a 2000 rpm pendant 5 min, ce qui 
produit une mousse. La mousse est cnsuite ajoutee gouttc a gouttc a la solution 
calcique sous agitation magnetique, et Ics operations suivantes sont effectuees 
comme decrit a I'exemple 3. Ensuite, apres formation de la membrane par 
15 alcalinisation puis neutralisation par acidification de la suspension de particuies, 
les particuies recouvenes d'une membrane sont rincees plusieurs fois a I'cau 
distillee et remises en suspension dans I'eau distillee. La suspension est ensuite 
divisec en deux parties. La moitie du lot, scparee par centrifugation est remise cn 
suspension dans 25 ml de solution de citrate de sodium a 10 % et agitee pendant 10 
20 min. Puis les spheres liquefiees sont rincees plusieuis fois a I'eau distillee. L'autre 
partie du lot est conservee en suspension aqueuse. 

Les particuies non citratees flottent sur I'eau, sont spheriques, blanches 
opaques, dures, et on aper?oit les bulles d'air cn peripheric. EUes sont intactes apres 
lyophilisation, se rehydratent lentement et flottent sur I'eau. Apres liquefaction au 
citrate et regonflement dans I'eau, le diametre des particuies augmente et on voit 
nettement la membrane foimee d'une mousse rigidifiee. 
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Exemole 9 sel on I'inventinn 

Fabrication de particuies a membrane formee a partir d'ovalbumine et 

30 de PGA. 

Le protocole decrit a I'exemple 1 est applique, en remplagant I'HSA par 
de I'ovalbumine (OSI), en augmentant a 8 % la concentration de proteine, et en 
doublant toutcs les quantites de reactifs. 
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Apres formation dc la membrane ct neutralisation par HCl de la 
suspension de particules, celle-ci est divisee en deux parties: 

- Tune subit le traitement de liquefaction au citrate de sodium, tel que 
decrit a I'exemple 2, 

- Tautre ne subit pas de traitement de liquefaction. 

Les particules non traitees au citrate ont une forme ovoYde et un aspect 
opalescent. A Tetat de suspension aqueuse, elles peuvent etre conservees plus de 3 
semaines aussi bien a +4*C qu'a Tetuvc a 45*C. Elles sont intactes apres 
lyophilisation, et se rehydratent rapidcmcnt. Lcs particules traitees au citrate sont 
parfaitemcnt spheriques et translucides. A Tetat de suspension aqueuse, elles 
peuvent etre conservees plus de 3 semaines aussi bien a -h4*C qu'a Tetuve a 45*C. 
Beaucoup sont cassees apres le traitement de lyophilisation. 

Exemplc 10 selon I'invention 

Le protocole decrit a Texemple 9 est reproduit en utilisant un volume 
double de solution de soude et de solution acide. 

Tandis que les particules d'alginate gelifie se presentent, avant le 
traitement d'alcalinisation, comme des billes ovoYdes, beiges, translucides, elles 
deviennent, apres alcalinisation de la suspension puis neutralisation, beaucoup plus 
opaques, et de consistance plus dure. Apres traitement de liquefaction au citrate, 
les particules deviennent translucides et molles. Elles presentent une paroi epaisse, 
et rcprennent progressivement une forme spherique apres sejour dans Teau 
distillee. Elles resistent parfaitement au traitement de lyophilisation et se 
rehydratent en 5 a 10 min. 

Exemple 11 selon rinvention 

Le protocole decrit a I'exemple 9 est reproduit en utilisant un volume 
triple de solution de soude et de solution acide. 

Avant liquefaction au citrate, les particules, opaques, presentent un 
paroi plus epaisse et sont de consistance plus dure que les particules de I'exemple 
10. Apres liquefaction au citrate, elles deviennent plus translucides et plus molles. 
Elles resistent parfaitement a la lyophilisation et se rehydratent en Ih 30 environ. 
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Exemple 1 2 selon I'inventirtn 

Fabrication de particulcs a membrane formee a partir d'ovalbuminc et 
de PGA et contenant de I'huile d'olive. 

Le protocole decrit a I'exemple 9 est reproduit en emulsionnant dans la 
solution aqueuse initiale 4.8 ml d'huile d'olive par agitation mecanique a 5000 ipm 
pendant 5 min. On obtient apres formation de la membrane et acidification de la 
suspension, des billes blanches, flottant sur I'eau. Des gouttelettes d'huile sont 
visibles dans les spheres au microscope. Apres liquefaction du gel interne par le 
citrate, les billes sont plus moUes et plus plates. Elles redcviennent spheriques 
apres quelques hcures de sejour dans I'eau distillee. U centre des panicules se 
presente sous forme d'une emulsion fluide. 

Exemple 13 selon rinvention 

Fabrication de panicules a membrane formee a partir d'ovalbuminc et 
de PGA et contenant de I'huile cssentielle de menthe poivree. 

Le protocole decrit a I'exemple 12 est reproduit en remplaqant I'huile 
d'olive par de I'huile cssentielle de menthe poivree. 

L'aspect des particules obtenues avant et apres traitement au citrate est 
comparable a celui des particules preparecs selon I'exemple 12. 

Exemple 14 selon I' jnventinn 

Fabrication de particules a membrane formee a partir d'ovalbuminc et 

de pectine. 

Le protocole decrit a I'exemple 10 est reproduit en remplagant le PGA 
par la pectine de pomme (FLUKA, esterification 70 a 75%). 

Les particules traitees au citrate de sodium comme les particules non 
traitees sont scmblables aux particules preparecs a partir de PGA scion I'exemple 
10. Apres lyophilisation, les spheres sont intactes avcc une membrane bien visible. 
La rehydratation est rapide (10 min). 

Exemple 15 selon I'invention 

Fabrication de particules a membrane formee a partir de 
serumalbumine bovine (BSA) et de PGA . 
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Lx protocole decrit a Texemplc 10 est reproduit en remplagant 
I'ovalbumine par la semmalbumine bovine (fraction V, SIGMA) utilisee a la 
concentration dc 2 %. Les particules ont des caractcristiques comparables a celles 
des particules preparees selon Texemple 10. Aprcs traitement au citrate, les 
5 particules peuvent etre conservees a I'ctat de suspension aqueuse plus de 3 
semaines, aussi bien a +4*C qu'a I'etuve a 45*C. 

Exemple 16 selon I'invcntion 

Fabrication de particules a membrane formee a partir d'hemoglobine ct 

10 de PGA . 

Le protocole decrit a Texemple 10 est reproduit en rcmpla^ant 
Tovalbumine par I'hemoglobine bovine (SIGMA) utilisee a la concentration de 10 
%. Les particules ont des caracteristiques comparables a celles des particules 
preparees selon I'exemple 10. Apres traitement au citrate, les particules peuvent 
15 etre conservees a Tetat de suspension aqueuse plus de 3 semaines, aussi bien a 
+4*C qu^a Tetuve a 45*C. 

Exemple 17 selon Tinvention 

Fabrication de particules a membrane formee a partir de proteines du 
20 lactoserum et de PGA . 

Le protocole decrit a I'exemple 10 est reproduit en remplagant 
I'ovalbumine par un concentre de proteines du lactoserum (Prosobel S65E, Bel 
Industries) utilisee a la concentration de 5 %. 

Les particules ont des caracteristiques comparables a cciies des 
25 particules preparees selon I'exemple 10. Apres traitement au citrate, les particules 
peuvent etre conservees a Tetat de suspension aqueuse plus de 3 semaines, aussi 
bien a +4*C qu'a Tetuve a 45*C. 

Exemple 18 selon Tinvention 
30 Fabrication de particules a membrane formee a partir d'un hydrolysat 

de gelatine et de PGA . 

Le protocole decrit a I'exemple 10 est reproduit en remplagant 
I'ovalbumine par un hydrolysat de gelatine, soluble dans Teau a froid (gelatine 
atomisee DSF, Mero-Rousselot-Satia) utilisee a la concentration de 10 %. 
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Les particules ont des caracteristiques comparables a celles des 
particules prcparees selon I'exemple 10. Apres traitemcnt au citrate, les particules 
peuvent etre conservees a I'etat de suspension aqueuse plus dc 3 semaines, aussi 
bien a +4*C qu'a Tctuvc a 45'C. 

Excmple 19 selon Tinvention 

Fabrication de particules a membrane formee a partir de proteines du 
soja et de PGA . 

Lc protocolc decrit a Texemplc 10 est reproduit en remplagant 
I'ovalbumine par la farine de soja (type I: not roasted, SIGMA). Pour preparer la 
phase aqueuse, on procede alors comme suit: on ajoute a 20 ml d'eau distillee 10 % 
de farine de soja. Apres 15 min d'agitation magnetique, le milieu est centrifuge 
pendant 3 min a 5000 rpm. Dans 12 ml du sumageant, on dissout 1 % d^alginate de 
sodium el 2 % de PGA. 

Les particules ont des caracteristiques comparables a celles des 
particules preparees selon Texemple 10, Apres traitement au citrate, les particules 
peuvent etre conservees a I'etat de suspension aqueuse plus de 3 semaines, aussi 
bien a +4*C qu*a Tetuve a 45*C. 

Exemple 20 selon Tinvention 

Fabrication de particules a membrane formee a partir d'ovalbumine et 
de PGA et contenant du rouge de phenol. 

Lc protocole decrit a Tcxemple 9 est reproduit en diminuant dc moitie 
les quantites de reactifs, en dissolvant 6 mg de rouge de phenol dans la solution 
initiale contenant I'aiginate, le PGA et I'ovaibumine et en supprimant le stade de 
liquefaction. La solution initiale est jaunc d*or. 

Apres addition de la solution de soude qui declenchc la reaction de 
transacyiation, on observe les particules au microscope. Durant les 15 min. qui 
suivent ['addition, il n'y a pas de modification de la couleur jaune du coeur des 
particules. En revanche, la couche superficielle est coloree en rose fuschia, ce qui 
indique I'alcalinisation de la peripheric du gel. Cette observation est confirmee par 
un examen des particules apres incision de la partie peripherique. 

Cette experience avec un colorant indicateur de pH montre que, dans 
les conditions de I'essai, la reaction de transacyiation est localisee dans la couche 
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supcrficicUe des spheres, puisque les variations de pH n'en atteignent pas le centre. 
La reaction, bien localisce, peut done etre appliquee a I'cncapsulation dc cellules et 
autres materiaux vivants. 

5 Exemple 21 scion rinvention 

Fabrication de particules a membrane formee a partir d'ovalbumine et 
de PGA et contenant des bacteries lactiques. 

L'experience a ete effectuee en utilisant des bacteries lactiques 
lyophilisees, Lactobacillus casci var. rhamnosus, presentees en gclulcs dc 250 mg, 
10 renfermant au minimum 8. 108 germes / gramme (Antibiophilus (r) , Lyocentre). 
* Encapsulation des bacteries 
Dans 12 ml I'eau distillee sterile, on dissout: 



lyophilisees et on prepare les spheres comme decrit dans rcxemple 1. Rincccs a 
Teau distillee sterile apres formation de la membrane par transacylation et 
neutralisation, les spheres de bacteries sont immediatement utilisees pour les essais 
20 de fermentation du lait. 

* Essais de fermentation du lait 

On utilise du lait demi-ecreme Nactalia, en briques steriles de 200 ml. 

Conduite de l'experience (dupliquee) 
25 On mesure le pH de divers echantillons de 50 ml de lait au temps zero, 

apres 24 h et apres 30 h d'agitation magnetique douce a temperature du laboraioire: 



15 



-240mgdePGA 

- 120 mg d'alginate de sodium 

- 720 mg d*ovalbumine 

On disperse dans cette solution 240 mg de poudre de bacteries 
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Rcsultats 

Le tableau 1 rassembic les rcsultats moyens obtenus. Le pH initial du 
lait etait de 6,75. On note qu'il evoluc spontancmcnt pour s'abaisscr a 6 aprcs 30 h 
(echantillons temoins: lait seul). 

Quand on ajoute au lait dcs spheres sans bacteries, le pH s'abaisse 
legerement moins que dans les echantillons temoins. 

En revanche, on constate que les bacteries encapsulees ont une nette 
activite sur le pH du lait, plus bas aprcs 30 h que dans le cas des echantillons 
additionncs dc bacteries librcs. 

II est possible que le contenu des spheres, lequel se liquefie au cours de 
I'expcrience, exerce un effet favorable en constituant un aliment pour les bacteries. 



Exemple 2 2 selon I'inventioti 

Fabrication de particules a membrane formee a partir d'ovalbumine et 
15 de PGA et contcnant des oeufs d' Artcmia salina. 

Cette experience a etc effectuee en utilisant des oeufs sees d'Artemia 
salina, commercialises comme nourriture de poissons d'aquariums (Hobby). 

* Encapsulation 

^® ^ solution dc polymeres est preparee commc decrit a I'excmple 20, 

mais en dissolvant du NaCl a la concentration de 3% dans les 12 ml d'cau, avant 

d'y dissoudre les polymeres. 

Dans la solution ainsi obtenue, on disperse 240 mg d'oeufs sees 

d'Artemia salina et on applique a cette suspension le protocole decrit a I'exemple 2. 
25 Les capsules obtenues sont rincees ensuite a I'eau, puis a I'eau additionnee de 3% 

de NaCl. Elles sont finalement dispersees dans de I'eau additionnee de 3% de NaCl 

et laissees a temperature du laboratoire. 



•Resultats 

Les particules sont examinees au microscope a intervalles de temps 
reguliers. Moins de 24 h apres I'encapsulation, les oeufs eclosent a I'interieur des 
microcapsules et les mouvements des crustaces sont tres visibles a travers la 
membrane transparente. Le precede d'encapsulation est done bien compatible avec 
le maintien de la viabilite d'organismes vivants. 
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Excmplc 23 scion Tinvcntion 

Fabrication de particules a membrane formec a partir de phosphatase 
alcaline et de PGA. 

Le protocole decrit a I'exemple 3 est reproduit en remplagant la 
5 serumalbumine humaine par la phosphatase alcaline (type I-S, SIGMA). 

Apres liquefaction du gel, Ics spheres iiquefiees sont rincees plusieurs 
fois a I'eau distillee. Elles sont ensuite congelees et lyophilisees. 



* Dosage dc I'activite enzymatique dcs spheres dc phosphatase alcaline 
10 -Principe; 

Le dosage consiste a effectuer une determination spectrophotometrique 
(lecture a 405 nm) de la quantite de paranitrophenol (pNP) libere par hydrolysc du 
paranitrophenylphosphate (pNPP) a 37*C. 

- Preparation des rcactifs 

15 On prepare les rcactifs suivants: 

- un tampon glycine 100 mM, pH 10,4 , contenant MgC12 1 mM et 
ZnC12 ImM. 

- Une solution de Mg C12 1 mM 

- Une solution de paranitrophenylphosphate 60 mM 
20 - Une solution de NaOH 0,2 M 

* Protocole de dosage 

On effectue parallelement une determination de I'activite de la 
phosphatase alcaline libre (non encapsulce: PAL) el de Tactivite de la phosphatase 
25 alcaline immobilisee sous forme de spheres lyophilisees. 

Les conditions figurent dans le tableau 2. 

Les quantites de pNP liberes dans les deux scries d'essais sont evaluees 
apres 1 min, 2 min et 3 min. Tous les cssais sont dupliques. 

30 * Resultats 

lis sont regroupes sur le tableau 3 et les figures 3 et 4. 

Les resultats sont exprimes en unites par mg d'enzyme pure ou de 
spheres, I'unite etant definie comme la quantite capable d'hydrolyser une ywmolc de 
substrat par minute dans les conditions experimentales definies. 
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On observe done que les spheres, avcc une activite moyenne de 0,6227 
unites par mg, ont une activite enzymatique egale a 11,1 % de celie de I'enzymc 
pure. Etant donne que 1 mg de spheres contient au maximuni 0,625 mg de 
phophatase alcaline, renzymc encapsulee a conserve au minimum 17,7 % de son 
5 activite. 



Exemole 24 selon I'lnvRntion 

Fabrication dc particules a membrane fonnec a partir de PGA ajoutc a 
la solution initiale, ct d'ovalbuminc ajoutce en phase exicme. 
1^ a) Preparati on de la solution initiale 

Dans 12 ml d'eau distillee on dissout: 

- de I'alginate de sodium a la concentration de 1% 

- du PGA a la concentration de 2 %. 

b) Ipdividuali.satinn des .spheres par traitempnt au chlnmrp. de calcium 
On procede comme decrit a I'excmple 1. 
C) Formatio n de la memhranp 

Les spheres sont mises en suspension dans 50 ml d'une solution 
aqueuse d'ovalbumine a 5 %, pendant 5 min sous agitation magnctique. Puis 

- on ajoute 1,6 ml de NaOH 1 M, et on laisse agiter 15 min. 

- on ajoute 1,2 ml de HCl 1 M, et on laisse agiter 15 min. 

Les spheres a membrane obtenues sont rincces plusieure fois a I'eau 

distillee. 

d) LiQuefactinn rtn g^i 

On applique aux spheres le traitement au citrate de sodium decrit a 

25 I'exemple 2. 

Apres traitement au citrate, les spheres perdent leur aspect opalescent 
pour devenir transparentes. Elles se presentent alors comme des vesicules non 
spheriques dont la membrane est parfaitement visible. Apres 5 min en suspension 
dans I'eau, les spheres reprennent une forme spherique en gonflant dans I'cau. Leur 
diametre devient environ le double de celui des spheres d'alginate-PGA obtenues 
dans la solution calcique. Ces spheres transparentes se colorent en bleu au contact 
d'une solution diluee de bleu de methylene. 
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Exemplc 25 selon rinvcntion 

Fabrication de particulcs a membrane formee a partir d'ovalbumine et 
de PGA et contenant des graines de Cresson. 

Le protocole decrit a Texemple 10 est reproduit en dispersant dans la 
5 phase aqueuse initiale 480 mg de graines de Cresson (Vilmorin). 

Apres individualisation dans la solution calcique, les spheres, blanches, 
contiennent un nombre variable de graines. 

Apres le traitement de liquefaction au citrate, les spheres sont ramollies 
mais nc laissent pas echappcr les graines. Apres rinqagc a I'eau ct misc en 
10 suspension dans I'eau, les spheres regonflent instantanement. 

Misc en germination : Dans irois boitcs de Petri gamies de coton 
hydrophile imbibe d'eau, on place respect ivement, a temperature ambiante (20*C): 

- une dizaine de spheres chargees de graines et non traitees au citrate, 

- une dizaine de spheres chargees de graines et traitees au citrate, 
15 - et des graines non encapsulees. 

Apres 24 h, tandis que les graines non encapsulees ne sont pas 
modifiees, dans les spheres, traitees ou non par le citrate, on apergoit par 
transparence au travers des membranes, des germes sortant des graines. Apres 3 
jours, les graines nues ont commence a germer tandis que les germes des graines 
20 encapsulees ont perce la membrane et sont deja bien developpes. 

Exemple 26 selon rinvcntion 

Fabrication de particulcs a membrane formee a partir d'ovalbumine et 
de PGA et contenant des fibroblastes de peau humains. 
25 L'ensemble des operations decrites ci-dessous est realise dans des 

conditions steriles: manipulations sous une hotte a flux laminaire, utilisation de 
materiel prealablement sterilise. 

a) Preparation de la phase aqueuse initiale 

Dans 12 ml de PBS ("phosphate buffered saline", sans calcium ni 
30 magnesium, Gibco), on dissout: 

- 240 mg de PGA 

- 120 mg d*alginatc de sodium (Laserson et Sabetay) 

- 720 mg d*albumine de blanc d'oeuf (Laserson et Sabetay). 
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La solution est centrifugcc pendant quelques minutes a faible vitesse, 
de fagon a eliminer les bulles d'air. 

b) Incorporation des fibrohlastes 

Des fibroblastcs de peau humains, prealablement cultives en 
monocouches dans des boites de culture, sont recueiUis par un traitement a la 
trypsine, puis mis en suspension dans du serum de veau foetal, et disperses dans la 
solution precedente a raison de 50.000 cellules/ ml. 

c) Formation des spheres 

Ccttc suspension est verscc gouttc a gouttc a I'aidc d'unc scringue ct 
d'une aiguille dans 50 ml d'une solution aqueuse de CaC\2 a 10%, agitee par 
agitation magnetique. L'agitation est poursuivie pendant 5 min. Les spheres sont 
ensuite rincees plusieurs fois a I'eau distillee. 

d) Eormation de la membrane 

Les spheres sont remises en suspension dans 50 ml d'eau distillee avec 
agitation magnetique. On ajoute a la suspension 50 fil de NaOH IM et on laisse la 
reaction sc dcvelopper pendant 5 min. On ajoute alors a la suspension 50 fil de HCl 
IM et on laisse l'agitation se poursuivre pendant 5 min. Les spheres sont ensuite 
rincees plusieurs fois a I'eau distillee puis au PBS. Apres incision de la membrane, 
on voit bicn les cellules encapsulees, qui apparaissent comme de petites spheres' 
20 refringentes. 

e) Mise en culture 

Les spheres contenant les cellules sont mises a incuber dans un milieu 
de culture (DMEM, Gibco) contenant 10 % de serum de veau foetal et 2 mM de 
glutaminc. L'ensemble est introduit dans un incubateur, en atmosphere contenant 5 
% de C02, a 37'C. Le milieu de culture est change reguliercment. L'examen 
periodique des spheres a chaque changement de milieu montre une augmentation 
progressive du nombre de cellules encapsulees. Les fibroblastes prolifcrcnt done 
reguliercment a Tinterieur des spheres, comme le montre le cliche de la figure 1, 
obtenu en microscopie electronique a balayage. 
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Exemple 27 selon rinventinn 

Fabrication de particules de diametre 20 -100 /an, a membrane formee 
a partir d'ovalbumine et de PGA. 
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a) Preparation de la solution aqucuse initialc 
Dans 50 ml d'eau distillee, on dissout: 

- 500 mg de PGA 

- 500 mg d'alginate de sodium 

- 2,5 g d'ovalbumine 

On agite jusqu'a dissolution, puis on laisse les buUes d'air s*eliminer 



spontanement pendant 15 min. 

b) Formation dcs microspheres 

On pulverise ccttc solution cn fines gouttclcttcs, a I'aidc d'un 
pulverisateur a air comprime, dans 500 ml d'une solution aqueuse de CaC12 a 10 
%, sous agitation. On mainlient Tagitation pendant 10 min. 



c) Formation de la membrane 

On ajoute 8 ml de NaOH IM, et on agite 15 min. 

On ajoute 8 ml de HCl IM, et on agite 15 min. 

Les microspheres a membrane sont ensuite centrifugees et rincees 



plusieurs fois a Teau distillee. 

d) liquefaction du gel 

La moitie du sediment est remise en suspension dans 50 ml d'une 
solution aqueuse de citrate de sodium a 10 % pendant 10 min, puis les 
microspheres liquefiees sont rincees plusieurs fois a I'eau distillee et conservees en 
suspension aqueuse. On obtient des microspheres a membranes dont le diametre 
est compris entre 20 et 100 fm\, 

Exemple 28 selon Tinvention 

Fabrication de particules a membrane formee a partir d'ovalbumine et 



Le protocole decrit a Texemple 10 est applique, en supprimant 



I'alginate de sodium de la phase aqueuse initiale et en utilisant le PGA a la 
concentration de 5 % et Tovalbumine a la concentration de 5 % egalement. L'etape 
de gelification est poursuivie pendant 30 min en augmentant a 30 % la 
concentration de la solution de chlorure de calcium. On obtient des spheres stables 
a membrane bien visible. 



de PGA. 
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Exemple 2 9 selon t'invpntjnh 
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Fabrication de particules a membrane formec a partir d'ovalbumine et 



3) Preparati on de la solution aqueuse initiale 
Dans 600 ml d'eau distillee, on dissout: 

- 12 g de PGA (Kelcoloid S, Kelco) 

- 6 g d'alginate de sodium (Manucol DH, Kelco) 

- 36 g d'ovalbumine (Laserson et Sabetay) 

On agitc jusqu'a dissolution, puis on laissc Ics bulks d'air s'climincr. 

b) Formation des sp heres par coextrusion et eelification 

Pour ce faire, on utilise I'appareil Extramet schematise a la figure 2 



annexee. Get appareil comprend essentiellement une buse d'extrusion 10 
peimettant de realiser une coextrusion par la presence de deux orifices 
concentriqucs alimcntes separcment par deux conduits d'alimentation 12 et 14 
servant respectivement a I'alimentation extcme en solution ovalbumine-PGA- 
alginatc de sodium selon invention depuis un reservoir 16, et a I'interieur, de 
i'huile de bourrache depuis un reservoir 18. A cette buse 10, est associe un 
dispositif vibreur 20 commande par des moyens de commande 22. Ce dispositif 
comprend egalement un bain gelifiant 24 dispose a distance sous la buse 10, dans 
lequcl est placcc la solution 25 de CaC12 a 10 %. Get appareil comprend egalement 
une electrode 26 a extremite helicoidale disposee concentriquement a Tecoulement 
du flux laminaire 30 coexirude de la buse 10 de maniere a maintenir separees les 
gouttelettes generees par le vibreur 20. On peut egalement prevoir un dispositif de 
stroboscopie par flash 32 pour observer visuellement les gouttelettes ainsi generees 
tombant dans le bain de gelification. Le debit de la solution ovalbumine-PGA- 
alginate de sodium presente dans le reservoir 16 est de 11/h et celui de I'huile de 
bourrache presente dans le reservoir 18 est de 250 ml/h. La frequence de vibration 
du vibreur 20 est 230 Hz.Les diametres des deux orifices concentriqucs sont de 
350 et 400 ;mi. 



Les gouttelettes 34 generees par le vibreur 20 a partir de I'ecoulement 



laminaire realise dans la buse de coextrusion 10 sont regues dans 11 de solution de 
gelification 25 maintenue sous agitation magnetique. Le bain est renouvele apres 
extrusion de 250 g de la solution ovalbumine-PGA-alginate de sodium. Les 
spheres formees sont lavees plusieurs fois a I'eau distillee. 



contenant dc I'huile de bourrache. 
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c) Formation dc la membrane 

Les spheres sont miscs en suspension dans 2,5 1 d'eau distillec sous 



- On ajoute 20 ml dc NaOH 1 N, et on laisse agitcr 15 min. 

- On ajoute 7,5 ml de HCl 1 N, et on laisse agiter 15 min. 

Les spheres obtenues sont rincecs plusieurs fois a Teau distillec. On 



obtient des spheres lisses, de diametre 1,5 mm, renfenmant une gouttelette d'huile 
de bourrache. 

Exemple 30 scion Tinvention 



Fabrication dc particules a membrane formee a partir d'ovalbumine 

a) Preparation de la solution aqucuse initiale 
Dans 600 ml d'eau distillec, on dissout: 

- 12 g de PGA (Kelcoloid S, Kclco) 

- 6 g d'alginate de sodium (Manucol DH, Kelco) 

- 36 g d'ovalbumine (Laserson et Sabetay) 

On agitc jusqu*adissolution, puis on laisse les bullcs d'air s'eliminer. 

b) Formation dcs spheres par extrusion et gelification 

On realise Textrusion et la gelification des spheres dans les mcmes 



conditions que celics decrites a I'exemple 29, sauf en ce qui conceme la buse 
d'extrusion 10 qui nc comporte qu'un seul orifice de 250 fxm. 



c) Formation de la membrane 

Le protocole de formation de la membrane decrit a Texemple 29 est 



applique. On obtient des spheres lisses, opalescentes, dc diametre 1,4 mm. 

Exemple 31 scion Tinvention 

Fabrication dc particules a membrane formee a partir de chitosan. 

On prepare une solution de chitosan (Seacure 143i Pronova 
Biopolymer) a 5 % dans I'acide acetique 1 M. La solution est ajustee jusqu'a pH 
5,6 a I'aide de soude 5 M, puis additionnee de 2 % de PGA. 12 ml de cette solution 
sont ajoutes goutte a goutte a 50 ml de soude 1 M, sous agitation magnetiquc. 
Uagitation est maintcnue pendant 10 min. Puis on neutralise la suspension a I'aide 
d'HCl 1 M. Les billes obtenues sont rincecs plusieurs fois a Teau. Les billes sont 
blanches opaques. On met en evidence la presence d'une membrane apres 



agitation magnetiquc. 
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trempage des billes dans une solution d'HCl de pH 2: aprcs 5 min, le chitosan 
emprisonne a I'interieur dc la membrane s'est dissous et on obtient des vesicules 
iransparentes a membrane forniee de PGA associe au chitosan. 

Exempl e 32 selon I'inventmn 

Fabrication de particules a membrane formce a partir de polyethylene 

imine. 

On prepare une solution a 2 % de PGA et 1 % d'alginate de sodium 
dans I'eau distillee. 12 ml de cette solution sont ajoutcs goutte a goutte a 50 ml de 
soude 1 M. Apres 10 min d'agitation magnctique, les billes obtenues sont rincees a 
I'eau. Les billes sont remises en suspension dans un bain alcalin constitue de 50 ml 
d'eau additionnes de 500 mg d'une solution commerciale (SIGMA) de 
polyethylene imine a 50 % (p/v) dans I'eau distillee. Une agitation magnetique est 
mstallee. Apres 20 min, la suspension est neutralisee au moyen d'HCl 1 M. On 
obtient des billes translucides a fine membrane. Apres liquefaction au moyen de 
citrate, on obtient des vesicules completement transparentes et de diametre 
augmente. 
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Tableau 1 - Bacteries lactiaues encaosulees: 
effet sur le dH du lait 





pH apres 24 h 


pH apres 30 h 


La it seul 


6,28 


6,00 


Lait + capsules 
t contenant 240 mg 
de bacteries 


6,06 


5,41 


Lait + 240 mg 
de bacteries fibres 


6,02 


5,78 


Lait -I- 
capsules vides 


6,29 


6,35 



Les variations du pH du lait (50 ml, pH initial = 6,75) sent la moyenne de 
deux essais realises a temperature ambiante et sous agitation magnetique. 
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Tableau 2 - Protocol P de dosaq<i> de I'activite 
enzvmatiaue des sph eres de phnsohatasQ atnalinp 





Dosage PAL* 


Blanc PAL 


Dosage BILLES 


Blanc BILLES 


Tampon Glycine pH 10.4 


2.6 ml 


2.6 ml 


13 ml 


13 ml 


PAL dans MgCl2 ImM 


100 ^il 








Billes PAL 






15 mg 




MgCl2 ImM 




100^1 


500 III 


500 Hi 




Mise k temperature 15 mn au bain-marie k 37*'C 


Solution de pNPP 60mM 


300 \il 


300 III 


1.5 ml 


1.5 ml 


Nombre de fjmol de pNPP 


18 ^wiol 


18 /Mnol 


90^mol 


90 ^mol 


Concentration pNPP finale 


6mM 


6mM 


6mM 


6mM 


Arret: NaOH 0.2N 


3 ml apres 1 ou 2 ou 3 mn 


15 ml apres 1 < 


3u 2 ou 3 mn 


Dilution 


l/20e ou l/40e avec NaOH 0.2 N dans fioles jaugees de 20 ml 


Dosage 


Lecture D.O. au spectrophotometre k 405 nm centre le blanc 



*PAL = phosphatase alcaline libre (non encapsulee) 



wo 94/23832 43 PCT/FR94/00409 

Tableau 3 - Resultats du dosage de Tactivite enzvmatiaue des spheres ae 
phosphatase alcaline et comparaison avec Tenzyme libre 



Tableau 3-A 

Dosage de la phosphatase alcaline libre (PAL) 



(iraol pNP / mn 


iDosage ll Dosage 2 


1 mn 


T 'QM21 \ '0M32 


2 infin 


i 0;823iS; 1 0,84 


3 mn 


1 0,8515^' i 0,8324 


Moyenne par essai 


; '0M6'i ^ 0,8385 




. i 5.64' ; 5.'59 


Moyenne gdnerale 





Tableau 3-B 

Dosage des spheres de phosphatase alcaline 



lamol pNP / mn IDosage 1 iDosage 2 
- -"XSm t"*0;5505*Tl5j204"' 

Moyenne "T" 03908 1 0*S54'6^ 

^. r>ssi»«*»w j y^JA»-y ^ 

Moyenne gendrale p0^25ril^^ 
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1. Particulc, notamment bille, capsule, microcapsule, sphere ou 
microsphere, caracterisee en ce qu'elle comprend au moins un polysaccharide 
5 esterifie et au moins une polyamine, additionnes d'au moins un polysaccharide 
gelifiabic lorsque ni le polysaccharide esterifie ni la polyamine ne sont gelifiablcs 
dans les conditions operatoires choisies, la dite particule comprenant au moins en 
surface une membrane formee par Ic produit de la reaction de transacylation avcc 
formation de liaisons covalentes amide entre Ic polysaccharide esterifie et la dite 
10 polyamine au sein d'un gel eventucllement liquefiable. 

2. Particule selon la revendication 1, caracterisee en ce que le 
polysaccharide esterifie precite est un polysaccharide hydrophile porteur de 
groupements carboxyliques qui sont esterifies dans une proportion au moins egale 
a 50 %. 



15 



20 



30 



3. Particule selon I'une des revendications 1 et 2, caracterisee en ce que 
le polysaccharide esterifie precite peut etre choisi paimi le groupe consistant d'un 
alginate esterifie, en particulier d'un alginate de propylene glycol, une pectine, en 
particulier une pectine fortement mcthoxylee, ou tout autre compose obtenu par 
esterification de carboxyles de polysaccharides porteurs de carboxyles. 

4. Particule selon I'une des revendications 1 a 3, caracterisee en ce que 
la polyamine precitee comprend une proteine, un polypeptide, un polyaminoacide, 
un polysaccharide porteur de groupements amines tel que le chitosan, une 
substance organique, aliphatique, alicyclique ou aromatique porteuse de plusieurs 
groupements amines primaires ou secondaires, telle que I'ethylenediamine, la 

25 pentamethylenediamine, I'hexamethylenediamine, la piperazine, ' la 
phcnylenediamine, la polyethyleneimine. 

5. Particule selon la revendications 4, caracterisee en ce que la proteine 
precitee est choisie parmi une proteine hydrophile ou traitee de manicrc a etre 
rendue hydrophile, c'est-a-dire soluble dans I'eau ou dispersible dans I'cau, 
contcnant des groupements amines libres, de preference choisie parmi le groupe' 
consistant d'albumines comme la semmalbumine, I'ovalbumine, I'aipha- 
lactalbumine, des globulines, le fibrinogene, la cascine, des scleroproteines 
solubilisecs, le coUagene, I'atelocollagene, la gelatine, les hydrolysats de gelatine, 
les peptones, I'hemoglobine, des proteines vegetales telles que les proteines du soja 
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ou du ble, dcs giutenines, qui de preference auront ete dcgradecs, des enzymes 
telles que la catalase, Ics phosphatases, des hormones, des immunoglobulines ou 
des anticorps tels que des anticorps monoclonaux, dcs polypeptides, des 
polyaminoacides, ou des melanges naturcls ou non renfermant une ou plusieurs 
5 proteines tels que les melanges d'atelocollagene et de glycosaminoglycannes, le 
lait entier ou ecreme totalement ou partiellement, le lait condense, le lait en 
poudre, les proteines du lactoscrum, Toeuf entier, le blanc d'oeuf, le jaune d'oeuf, la 
farine de soja, les concentres proteiques de soja, les preparations alimentaires 
liquides au soja, le lait dc coco, du serum sanguin, du bouillon dc viandc, dcs 
10 milieux de culture, en particulier des milieux pour culture de cellules ou dc tissus 
vegetaux, de cellules ou de tissus animaux ou des milieux pour culture de 
microorganismes. 

6. Particule selon Tune des revendications 1 a 5, caracterisee en ce que 
le polysaccharide precite est un polysaccharide gelifiable, en particulier choisi 
15 parmi le groupe consistant d'un alginate, d'un carraghenane, en particulier le 
kappa-carraghenane, une pectine gelifiable, en particulier une pectine faiblcment 
methoxylee, un polysaccharide porteur de groupements amines de preference 
gelifiable pour un pH superieur a 6, 2 ou en presence d'un polyphosphate, tel que le 
chitosan. 

20 7. Particule selon Tune des revendications 1 a 6, caracterisee en ce que 

la membrane precitee emprisonne un contenu liquide, constitue d*un gel liquefie ou 
d'un liquide encapsule aqueux ou de nature hydrophobe. 

8. Particule selon Tune des revendications 1 a 6, caracterisee en ce que 
la , membrane precitee enveloppe un noyau gelifie comprenant soit le 

25 polysaccharide gelifiable precite, soit le polysaccharide esterifie precite, soit 
encore la polyamine precitee, sous une forme gelifiee par une entite de gelification. 

9. Particule selon Tune des revendications 1 a 6, caracterisee en ce 
qu*elle est constituee d*un gel rigidifie dans toute sa masse, compose du produit de 
la reaction dite de transacylation entre le polysaccharide esterifie et la polyamine 

30 eventuellement additionnes d'un polysaccharide gelifiable. 

10. Particule selon Tune des revendications precedentes, caracterisee en 
ce que la proportion relative en poids de polysaccharide esterifie par rapport a la 
polyamine est comprise entre 3 % et 500 % en poids. 
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11. Particule scion Tunc dcs revendications preccdentes, caracterisce en 
ce que la proportion relative en poids de polysaccharide gelifiable par rapport au 
polysaccharide esterifie est comprise entre 0 % et 300 % en poids. 

12. Particule selon Tune dcs revendications preccdentes, caracterisce en 
ce qu'elle conticnt un ou plusieurs principe(s) actif(s), a I'etat de solution, dc 
suspension ou d'emulsion, en particulier choisi parmi le groupe consistant d'un 
Principe actif cosmetiquc, phaimaceutique, une substance d'intcret agroalimcntaire, 
une substance interessant le diagnostic ou Ics reactifs, une protcinc ayant unc' 
activite biologiquc telle qu'unc enzyme, unc hormone, un anticorps ou 
I'hemoglobine, des particules insolubles, par exempie dcs panicules d'un materiau 
adsorbant tel que le charbon actif, une phase liquide hydrophobe, telle qu'unc huilc 
vegetalc, unc huile minerale, une huile de silicone, unc huilc essentielle, ou une 
solution d'une ou plusieuis substances dans une phase liquide hydrophobe, une 
mousse contenant des bulles de gaz tel que I'air, un vaccin pour rclargagc lent in 
situ, ou des materiels vivants tels que dcs microorganismes, des cellules, tissus, 
organcs appartenant au rcgne animal ou vegetal, ou dcs constituants cellulaires tels 
que ics microsomes hepatiques pour effectuer des bioconvcrsions, ou du materiel 
genetique appartenant au regne animal ou au rcgne vegetal. 

13. Particule selon la revendication 12, caracterisce en ce que les 
materiels vivants precites comprenncnt dcs microorganismes pour realiscr des 
syntheses ou des bioconvcrsions, tels que des bactcries commc celles utilisecs pour 
les fermentations de produits iaitiers, ou celles utilisees pour la dcpollution dcs 
eaux, ou des champignons tels que les mycorhizes ou les levures commc par 
cxcmple les levures utilisecs dans la fabrication de la biere, ou les levures utilisees 
pour la prise de mousse du champagne, ou des micro-algues, des graines 
evcntucllement additionnees dc substances divcrses protectrices ou influengant 
leur germination ou leur croissance, des embryons somatiqucs vegetaux pour 
produire dcs scmences synthetiqucs, des apex vegetaux, des cellules ou des tissus 
vegetaux notammcnt pour effectuer dcs biosynthcses ou dcs bioconvcrsions, du 
materiel vivant appartenant au regne animal, tel que des cellules ou des ti^us 
utilisablcs notamment pour effectuer des tests de toxicologic in vitro comme les 
cellules hepatiques, les chondrocytes, les neurones, des cellules ou dcs groupcs dc 
cellules ou dcs tissus utilisables dans le cadre d'unc therapie cellulaire comme ics 
ilots dc Langcrhans pour le traitemcnt du diab^te, les cellules de la 
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medullosurrenale ou Ics cellules chromaffincs pour le traitement dc la maladie de 
Parkinson ou pour le traitement dcs doulcurs chroniques, ou des cellules, 
genetiquement modifiees ou non, utilisables pour la production de substances 
biologiques telles que des hormones, des enzymes, des facteurs de croissance, de 
5 I'interferon, des facteurs de coagulation, ou dcs hybridomes pour la production 
d'anticorps monoclonaux ou des oeufs, des gametes, ou des embryons. 

14. Particule selon I'une quelconque des revcndications 1 a 13, 
caracterisee en ce qu*elle presente une partie centrale constituee d'une phase 
aqueuse eventuellemeni gclifiee ou liqucfiec, contcnant un materiel en particulicr 

10 un materiel vivant tel que des microorganismes comme des levures ou des 
bacteries, ou des cellules vivantes, en particulicr des cellules ou tissus vegetaux, 
des cellules ou tissus animaux, ou des groupes de cellules ou tissus, ou une 
substance biologique comihe par exemple une enzyme, et une couche exteme ne 
contenant pas ledit materiel et comportant au moins en surface une membrane 

15 formee par le produit de la reaction de transacylation avec formation de liaisons 
covalentes amide entre au moins un polysaccharide est^rifie et au moins une 
polyamine, 

15. Procede de fabrication de particules, en particulicr de billes, 
capsules, microcapsules, spheres ou microspheres, caracterise en ce qu*il comprend 

20 les etapes successives suivantes: 

a) on prepare une premiere solution aqueuse initiate geiifiable par un 
agent de gciification, contenant au moins un polysaccharide esterifie et au moins 
une polyamine, additionnes d*au moins un polysaccharide geiifiable lorsque ni le 
polysaccharide esterifie ni la polyamine ne sont gelifiables dans les conditions 

25 operatoires choisies, 

b) on fait tomber des gouttes de cette premiere solution dans une 
deuxieme solution aqueuse formant bain de gelification contenant un agent de 
gelification, de maniere a individualiser des particules par gelification a I'aide dudit 
agent de gelification, 

30 c) on met en contact les particules gelifiees obtenues avec une solution 

aqueuse alcaline, de maniere a declencher une reaction dite de transacylation, au 
moins a la surface des particules gelifiees, entre le polysaccharide esterifie et la 
polyamine contenus dans lesdites particules, pendant une periode de temps 
predeterminee, pour former une membrane au moins en surface desdites particules, 
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d) on ajoutc au milieu rcactionncl un agent acide de maniere a 
neutraliser et ainsi stabiliser les particules, en obtenant ainsi des particules 
comprenant au moins en surface une membrane formee par le produit de reaction 
avec formation de liaisons covalentes entre Ic polysaccharide esterifie et la 
polyamine. 

16. Precede de fabrication de particules, en particulier de billes, 
capsules, microcapsules, spheres ou microspheres, caracterise en ce qu'il comprend 
les etapes successives suivantes: 

a) on prepare une premiere solution aqueuse initiale gclifiable par un 
agent de gelification, contenant au moins un polysaccharide esterifie et 
eventuellement au moins une polyamine, additionnec d'au moins un 
polysaccharide gelifiable lorsque le polysaccharide esterifie n'est pas gelifiable 
dans les conditions operatoires choisies, 

b) on fait tomber des gouttes de cette premiere solution dans une 
deuxieme solution aqueuse formant bain de gelification contenant un agent de 
gelification, de maniere a individualiser des particules par gelification a I'aide dudit 
agent de gelification, 

c) on met en contact les particules gelifiees obtenues avec une solution 
aqueuse alcaline contenant une polyamine, de maniere a declencher une reaction 
dite de transacylation, a la surface des particules gelifiees, entre le polysaccharide 
esterifie contenu dans lesdites particules et la polyamine, pendant une periode de 
temps predetcrminee, pour former une membrane au moins en surface desdites 
particules, 

d) on ajoute au milieu reactionnel un agent acide de maniere a 
neutraliser et ainsi stabiliser les particules, en obtenant ainsi des particules 
comprenant au moins en surface une membrane formee par le produit de reaction 
avec formation de liaisons covalentes entre le polysaccharide esterifie et la 
polyamine. 

17. Procede de fabrication de particules, en particulier de billes, 
capsules, microcapsules, spheres ou microspheres, contenant une phase liquide 
encapsulee, aqueuse ou hydrophobe, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
successives suivantes: 

a) on prepare une premiere solution aqueuse initiale gelifiable par un 
agent de gelification, contenant au moins un polysaccharide esterifie et au moins 
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une polyamine, additionnes d'au moins un polysaccharide gelifiable lorsque ni Ic 
polysaccharide esterifie ni la polyamine ne sont gclifiablcs dans les conditions 
operatoires choisics ; et on prevoit une phase liquide aqueuse ou hydrophobe a 
encapsuler. 

5 b) on realise a travers une buse d'extrusion une coextrusion laminaire 

de ladite premiere solution aqueuse initiale et de la phase liquide aqueuse ou 
hydrophobe a encapsuler, dans des conditions realisant une dissociation 
d*ecoulement laminaire en gouttes individellcs, par exemple en soumettant 
I'ccoulcmcnt laminaire a des vibrations. 

10 c) on fait tomber ces gouttes dans une deuxieme solution aqueuse 

formant bain de gelification contenant un agent de gelification, de maniere a 
individualiser des particules par gelification a I'aide dudit agent de gelification, 
lesdites particules contenant ladite phase liquide a encapsuler. 

d) on met en contact les particules gelifiees obtenues avec une solution 

15 aqueuse alcaline, de maniere a declencher une reaction dite de transacylation, au 
moins a la surface des particules gelifiees, entre le polysaccharide esterifie et ia 
polyamine contenus dans lesdites particules , pendant une periode de temps 
predeterminee, pour former une membrane au moins en surface desdites ^ 
particules, 

20 e) on ajoute au milieu reactionnel un agent acide de maniere a • 

neutraliser et ainsi stabiliser les particules, en obtenant ainsi des particules 
comprenant au moins en surface une membrane formee par le produit de reaction 
avec formation de liaisons covalentes entre le polysaccharide esterifie et la 
polyamine et renfermant une goutte du liquide a encapsuler precite. 

25 18. Procede de fabrication de particules, en particulier de billes, 

capsules, microcapsules, spheres ou microspheres, contenant une phase liquide 
encapsulee, aqueuse ou hydrophobe, caractcrise en ce qu'il comprend les etapes 
successives suivantes: 

a) on prepare une premiere solution aqueuse initiale gelifiable par un 

30 agent de gelification contenant au moins un polysaccharide esterifie et 
eventuellement au moins une polyamine, additionnee d'au moins un 
polysaccharide gelifiable lorsque le polysaccharide esterifie n'est pas gelifiable 
dans les conditions operatoires choisies ; et on prevoit une phase liquide aqueuse 
ou hydrophobe que Ton souhaite introduire dans lesdites particules. 
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b) on realise a travers une buse d'extrusion une cocxtrusion laminaire 
de ladite premiere solution aqueuse initiale et de la phase liquidc, aqueuse ou 
hydrophobe a encapsuler, dans des conditions operatoires reaiisant une 
dissociation de recoulement laminaire en gouttes individelles, par exemple en 
soumettant I'ecoulement laminaire a des vibrations. 

c) on fait tomber ccs gouttes dans une deuxicme solution aqueuse 
formant bain de gelification contenant un agent de gelification, de maniere a 
individualiser des particules par gelification a I'aide dudit agent de gelification, 
Icsdites particules contenant ladite phase liquidc a encapsuler. 

d) on met en contact les particules gelifiees obtenues avec une solution 
aqueuse alcaline contenant une polyamine, de maniere a declencher une reaction 
dite de transacylation a la surface des particules gelifiees, entre le polysaccharide 
esterifie contenu dans lesdites particules et la polyamine, pendant une periode de 
temps predetemiinee, pour former une membrane au moins en surface desdites 

15 particules. 

e) on ajoute au milieu reactionnel un agent acide de maniere a 
neutraliscr et ainsi stabiliser les particules. en obtenant ainsi des particules 
comprenant au moins en surface une membrane formce par le produit de reaction 
avec formation de liaisons covalentcs entre le polysaccharide esterifie et la 
polyamine et renfermant une goutte du liquide a encapsuler precite. 

19. Procede de fabrication de particules, en particuiier de biUes, 
capsules, microcapsules, spheres ou microspheres, contenant un materiel a 
encapsuler present exclusivement dans sa partie centrale, caracterise en ce qu'il 
comprend les etapes successives suivantes : 

a) on prepare une premiere solution aqueuse initiale gelifiable par un 
agent de gelification, contenant au moins un polysaccharide esterifie et au moins 
une polyamine, additionnes d'au moins un polysaccharide gelifiable lorsque ni le 
polysaccharide esterifie ni la polyamine ne sont gelifiables dans les conditions 
operatoires choisies. 

^^^^ prepare une phase aqueuse a encapsuler renfermant 
eventuellement un polysaccharide gelifiable et contenant un materiel, en 
particuiier un materiel vivant tel que des microorganismes comme des levures ou 
des bacteries, ou des cellules ou des tissus vivants, animaux ou vegetaux, ou une 
substance biologique comme par exemple une enzyme. 



20 



25 




c) on realise a travers une buse d'extnision une co-extrusion laminaire 
de ladite premiere solution aqueuse initiale gelifiable en flux exteme, et de la 
phase aqueuse a encapsuler en flux interne, dans des conditions rcalisant une 
dissociation d'ecoulement laminaire en gouttelettes individuelles, par exemple en 

5 soumettant Tecoulement laminaire a des vibrations. 

d) on fait tomber les gouttelettes individuelles dans une deuxieme 
solution aqueuse contenant un agent de gelification de maniere a individualiser des 
particules par gelification. 

e) on met en contact les particules avcc unc solution aqueuse alcaline 
10 eventuellement additionnee d'une polyamine, de maniere a declencher la reaction 

de transacylation dans la couche exteme des particules entre le polysaccharide 
esterifie et la polyamine, pendant une periodc de temps predeterminee, pour former 
une membrane au moins en surface des particules. 

f) on ajoute au milieu reactionnel un agent acide de maniere a 
15 neutraliser et ainsi stabiliser les particules. 

20. Procede selon Tune des revendications 15 a 19, caractcrise en ce 
que les gouttes de solution gelifiable sont formees par tout moyen d*individualiser 
les gouttes tels que les systemes d*injection comprenant une seringue munie d'une 
aiguille ou une pompe peristaltique equipee d'un tube muni d'unc aiguille ou un 

20 systeme de dispersion par utilisation d'un pulverisateur a air comprime ou encore 
en coupant mecaniquement a I'aide d'un vibreur un ecoulement laminaire realise 
soit par extrusion d'une solution a travers une buse, soit par coextrusion de deux 
ecoulements concentriques de deux liquides a travers une buse. 

21. Procede selon Tune des revendications 15 a 20, caracterise en ce 
25 que I'agent de gelification est un cation mono ou polyvalent, en particulier choisi 

parmi le groupe consistant d'un sel de calcium ou d'un sel de potassium, ou d'un sel 
de fer, ou d'aluminium, ou de cuivre, ou de manganese ou de baryum, ou une 
solution aqueuse de pH supcrieur a 6,2 ou une solution de polyphosphate, selon la 
nature du constituant gelifiant . 
30 22. Procede selon Tune des revendications 15 a 21, caracterise en ce 

que la concentration en agent de gelification en particulier en cation mono ou 
polyvalent ou en polyphosphate dans la solution aqueuse formant bain gelifiant 
precite, est comprise entre 0,01 M et 3M, de preference entre 0,8 M et 1 M. 
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23. Procede selon Tune des revendications 15 a 22, caracterise en ce 
que le temps pendant lequel les particules sont agitees dans !e bain gelifiant est 
compris entre 1 et 40 minutes, 

24. Procede selon I'une dcs revendications 15 a 23, caracterise en ce 
5 que la concentration en polysaccharide gelifiable precite dans la solution aqueuse 

initiale a disperser et gelifier est comprise entre 0 et 20 %, de preference entre 
0,5% et 2%, encore mieux d'environ 1 % en poids, 

25. Procede selon Tune des revendications 15 a 24, caracterise en ce 
que la concentration cn polysaccharide estcrific dans la solution aqucusc initiale 

10 precitee est comprise entre 0,5 % et 20 % en poids et encore de preference est 
voisinc de 2 %. 

26. Procede selon Tune des revendications 15 a 25, caracterise cn ce 
que la concentration en polyamine dans la solution aqueuse initiale precitee ou 
dans la solurion dans laquelle sont dispersees les particules gelifiees, est comprise 

15 entre 1 % et 30 % en poids. 

27. Procede selon Pune des revendications 15 a 26, caracterise en ce 
que la solution alcaline declenchant la reaction precitee de transacylation avcc 
formation de liaisons covalentes au moins a la surface des particules presente un 
pH compris entre 8 et 14, encore de preference entre 10,5 et 12,5. 

20 28. Procede selon la revendication 27, caracterise en ce que la solution 

aqueuse alcaline est formee par ajout d'un agent alcalin pour amener le pH a la 
valeur de pH precitee, cette solution aqueuse alcaline pouvant etre eventuellement 
obtenue par ajout de I'agent alcalin dans la solution aqueuse formant bain 
gelifiant precite. 

25 29. Procede selon la revendication 28, caracterise en ce que Tagcnt 

alcalin peut etre choisi par exemple parmi la soude, la potasse, I'ammoniaque, ou 
un compose organique amine tel que par exemple la tricthanolamine, la 
triethylamine, la polyethyleneimine. 

30. Procede selon Tune des revendications 15 a 29, caracterise en ce 

30 que le temps pendant lequel les particules sont maintenues au sein de la solution 
alcaline pour que se developpe la reaction de transacylation est compris entre 5 
min et 1 heure, de preference entre 5 min et 30 min, de preference encore, il est de 
15 min. 



wo 94/23832 



PCT/FR94/00409 



31. Precede selbn I'une des revendications 15 a 30, caracterise cn ce 
que i'epaisscur de la membrane, sa resistance a la lyse cnzymatique et Tetroitesse 
de ses pores pcuvent etre augmentecs par augmentation de la duree de ladite 
reaction de transacylation et/ou par des variations de la composition de la solution 

5 alcaline declenchant ladite reaction de transacylation, et en particulier, par 
augmentation de la quantite d'agent alcalin utilise pour preparer la dite solution 
alcaline. 

32. Procede selon Tune des revendications 15 a 31, caracterise en ce 
que la quantite d'agent acidc ajoutec a la suspension alcaline dc particulcs aprcs la 

10 reaction precitee de transacylation avec formation de liaisons covalentes est telle 
que I'eau de suspension des particules soit neutralisee ou amenee a un pH 
legerement acide. 

33. Procede selon Tune des revendications 15 a 32, caracterise> en ce 
que Tagent acide precite utilise pour neutraliser la suspension alcaline de particules 

15 apres la reaction dite de transacylation avec formation de liaisons covalentes, est 
par exemple choisi parmi un acide organique monocarboxylique ou 
polycarboxylique, porteur ou non de fonction alcool, et eii particulier choisi parmi 
Ic groupe consistant de Tacide acetique, acide citrique, acide tartrique, acide 
succinique, acide malique, acide lactique, ou un acide mineral comme Tacide 

20 chlorhydrique ou I'acide sulfurique. 

34. Procede selon Tune des revendications 15 a 33, caracterise en ce 
que le temps de neutralisation des particules, c'est-a-dire le temps d'agitation 
necessaire apres ajout de I'acide au milieu reactionnel est compris entre 5 min et 1 
heure, de preference entre 5 min et 30 min, de preference encore, il est de 15 min. 

25 35. Procede selon Tune des revendications 15 a 34, caracterise en ce 

qu*il comprend I'etape supplementaire de liquefaction du contenu des particules, 
apres formation de la membrane precitee par la reaction de transacylation avec 
formation de liaisons covalentes, avec un agent liquefiant. 

36. Procede selon la revendication 35, caracterise en ce que I'agent 
30 liquefiant precite est une solution aqueuse de citrate ou de phosphate contenant en 

particulier une concentration de citrate ou de phosphate comprise entre 0,01 M et 1 
M, et de preference entre 0,2 M et 0, 5 M. 

37. Procede selon Tune des revendications 15 a 36, caracterise en ce 
que, dans la solution aqueuse initiale gelifiable preparee a I'etape (a) precitee ou 
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dans la phase liquide aqueuse ou hydrophobe a encapsuler par coextrusion, on 
introduit un ou plusieurs principes actifs dircctement ou a i'etat de solution, de 
suspension ou d'emulsion, en particulier une ou plusieurs substances d'interct 
cosmetique, pharmaccutique, biomedical, ou agroalimentaire, des substances 
utilisables pour le diagnostic ou comme reactifs, des particules d'un materiau 
adsorbant tel que du charbon actif. une mousse contenant des buUes de gaz tel que 
I'air, un liquide hydrophobe, un vaccin, des materiels vivants tels que des 
microorganismes, des graines evcntuellement additionnees de substances diverses 
protectrices ou influcngant leur germination ou leur croissance, des cellules, tissus, 
ou organes du regne animal ou du regne vegetal, des gametes, des embryons, des 
constituants cellulaires. 

38. Precede selon I'une des revendications 15 a 37, caracterise cn cc 
que la polyamine precitee est une proteine douee d'unc activite biologique 
specifique telle qu'une enzyme, une hormone, un anticorps tel qu'un anticoips 
monoclonal, I'hemoglobine, seule ou melangee a une autre proteine. 

39. Proccde selon I'une des revendications 15 a 38 caracterise en ce que 
les particules peuvent etre sechccs, par exemple par lyophilisation, nebulisation, ou 
dans un sechoir a lit fluidise. par exemple a air avantageusement chauffe a une 
temperature appropriee. 

40. Utilisation d'une reaction de transacylation avec formation de 
liaisons covalentes entre au moins un polysaccharide porteur de groupcments 
carboxyliques estcrifies ct au moins une substance polyaminee pour la fabrication 
cn milieu aqueux de particules. notamment billes, capsules, microcapsules, spheres 
ou microspheres, comprenant au moins en surface une membrane foimec par le 
produit de reaction selon la dite reaction de transacylation avec formation de 
liaisons covalentes amide entre ledit polysaccharide esterifie et ladite polyamine, 
ledit polysaccharide esterifie et ladite polyamine etant avantageusement ddfinis 
selon I'une quelconquc des revendications precedcntes. 

41. Composition telle qu'une composition cosmetique, 
pharmaceutique, therapeutique, alimentaire, enzymatique, composition pour 
therapie cellulaire, composition pour thcrapie enzymatique, composition pour 
epuration sanguine, composition pour reactifs, composition pour tests 
toxicologiques in vitro, compositions pour agriculture, compositions pour graines 
enrobees, composition pour production biotechnologique, caracteris^e en ce qu'clle 
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comprend des particules definies a Tune quelconque des revendications 1 a 14, ou 
telle qu'obtenue par le precede selon Tune quelconque des revendications 15 a 39. 
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FIG.3 



: DOSACE DE LA PHOSPHATASE ALCALINE LIBRE 
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: DOSAGE DE LA PHOSPHATASE ALCALINE ENCAPSULEE 
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